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G0 o quiescencia es un estado de latencia alcanzado por las células cuando son sometidas a condiciones 
inhibitorias del crecimiento. Tanto la entrada en quiescencia como la salida de ésta son procesos 
estrechamente controlados. En este trabajo hemos estudiado los mecanismos que regulan la expresión de 
Ccng2 (ciclina G2) y C-MYC, dos genes involucrados en dichos procesos. Mientras que ciclina G2 es 
necesaria para mantener el estado de quiescencia, C-MYC es crucial para la progresión hacia y a través de 
G1. Nuestros resultados muestran la existencia de niveles elevados de expresión de ciclina G2 en células 
quiescentes y una reducción considerable de éstos dependiente de PI3K cuando las células salen de G0. 
FoxO3a, un factor de transcripción cuya actividad está negativamente regulada por PI3K, se une al 
promotor del gen Ccng2 y lo activa. Además, la inhibición de la transcripción mediada por FoxO, mediante 
sobre-expresión de una forma inactiva del mismo, disminuye la expresión de Ccng2. Estos resultados 
demuestran que los factores FoxO regulan la expresión de Ccng2. En cuanto a C-MYC, si bien su promotor 
tiene un sitio de unión a E2F, este gen es capaz de escapar al efecto represivo de los complejos E2F/RB 
durante la salida de G0. Hemos descubierto un factor nuclear (EMYCS) que se une a un sitio que solapa 
con el elemento E2F de este promotor y tiene un peso molecular estimado de 105 kDa. Esta proteína no se 
corresponde con ningún factor E2F u otro factor de transcripción que se conozca que interaccione con el 
elemento E2F del promotor de C-MYC. EMYCS tiene capacidad activadora de la transcripción y nuestros 
resultados sugieren que es necesario para activar la expresión de C-MYC durante la salida de quiescencia.  
Quiescence or G0 is a resting state reached by cells under growth inhibitory conditions. Both, the entrance 
in G0 and the exit from it are tightly controlled processes. We have investigated the mechanisms that 
regulate the expression of Ccng2 (ciclina G2) and C-MYC, two genes involved in such events. While 
cyclin G2 is necessary to maintain the quiescent state, C-MYC is crucial for progression to and through the 
G1 phase. Our results show elevated cyclin G2 expression levels in quiescent cells and a PI3K-dependent 
reduction of its expression as cells exit from quiescence. FoxO3a, a transcription factor negatively 
regulated by PI3K, binds to and transactivates the Ccng2 gene promoter. Inhibition of FoxO-mediated 
transcription through overexpression of an inactive form of these factors decreases Ccng2 expression. 
These results show that FoxO factors regulate Ccng2 expression. Regarding C-MYC, although its promoter 
has an E2F binding-site, this gene is able to escape the repressive effect of E2F/RB complexes during the 
exit from G0. We have uncovered a nuclear factor (EMYCS) that binds to a site overlapping the E2F 
element of this promoter and that has an estimated molecular weight of 105 kDa. This protein does not 
correspond to any E2F or other transcription factors known to interact with the E2F element from the C-
MYC promoter. EMYCS has transcriptional transactivation capacity and our results suggest that it is 
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BrdU: bromodeoxiuridina 
CAK: quinasa activadora de CDKs 
CDK: quinasa dependiente de ciclina 
CKI: inhibidor de CDKs 
DMS: dimetilsulfato 
EMSA: Ensayos de cambio de movilidad electroforética 
ERK: quinasa regulada por señales extracelulares  
ETS: E26 
FCS: suero de ternera fetal 
FKH: Forkhead (factores de transcripción) 
FoxO: factores Forkhead o Fox de clase O 
HDAC: histona deacetilasa 
HMT: histona metiltransferasa 
IGF: factor de crecimiento similar a insulina 
JNK: quinasa c-jun NH2 terminal  
KLF11: factor similar a Krüppel 11 
LPA: ácido lisofosfatídico 
MAZ: proteína con dedos de zinc asociada a MYC 
MEK: MAP quinasa o ERK quinasa 
METS: supresor transcripcional de ETS mitogénico 
mTOR: diana de mamífero para rapamicina  
NFATc1: Factor nuclear c1 de células T activadas  
PA: ácido fosfatídico 
PBS: tampón fosfato salino 
PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas 
PDK1: proteína quinasa dependiente de fosfoinosítidos-1 
PI3K: fosfoinosítido 3 quinasa 
PKB: proteína quinasa B 
Plk: quinasa similar a Polo 
PP2A: proteína fosfatasa 2A 
RB: Retinoblastoma 
SDS-PAGE: gel de poliacrilamida con dodecil-sulfato sódico 10% 
p70S6K: proteína quinasa de S6 
STAT: Transductor de señal y activador de la transcripción 
SWI/SNF: Interruptor/sacarosa no fermentable 





















































1. EL CICLO CELULAR 
La división celular es el proceso por el que una célula duplica su contenido en ADN y su masa 
para producir 2 células (Tyson y Novak, 2008). Este proceso es esencial durante el desarrollo para la 
generación de órganos y tejidos y en el adulto para la reparación y recambio tisular. La división celular 
es un proceso altamente controlado y defectos en su regulación dan lugar a graves patologías, tales 
como el cáncer y las enfermedades autoinmunes. 
El ciclo celular se divide en 4 fases (Fig. I1). En dos de ellas se ejecutan los procesos básicos de 
la división celular: replicación única y fiel del ADN (fase de síntesis o fase S) y el reparto de los 
componentes celulares en dos células hijas (mitosis o fase M). Ambas fases van precedidas por las fases 
o intervalos de preparación G1 y G2 (gap1 y gap2) respectivamente (Malumbres y Barbacid, 2001). 
Durante G1, la célula crece en tamaño y masa y sintetiza todas las proteínas implicadas en la 
replicación del ADN. De manera similar, G2 es una fase de preparación para la mitosis en la que se 
sintetizan los componentes necesarios tanto para llevar a cabo la segregación del material genético 
(mitosis) como la del citoplasma (citoquinesis). En algunas ocasiones las células dejan de proliferar, ya 
sea debido a la presencia de señales antimitogénicas o a la ausencia de los estímulos mitogénicos 
adecuados. En estos casos, las células entran en un estado de quiescencia conocido como G0 en el que 
no se dividen y mantienen niveles metabólicos bajos (Fig. I1). La célula permanecerá en este estado 
hasta ser estimulada por factores de crecimiento (Malumbres y Barbacid, 2001). 
1.1. QUINASAS DEPENDIENTES DE CICLINAS (CDKs)  
La progresión a través del ciclo celular está mediada por la activación de una familia de 
Ser/Thr-quinasas altamente conservadas y de expresión constitutiva, denominadas quinasas 
dependientes de ciclinas (CDKs). En mamíferos se han identificado 20 CDKs, de las cuales 10 (CDKs 1-
9 y 11) precisan una subunidad reguladora (ciclinas) para su actividad biológica. De ellas, solo 5 
controlan la maquinaria básica del ciclo celular: CDK3 unida a la ciclina C controla la salida de 
quiescencia, CDK4 y CDK6 en complejo con las ciclinas tipo D (D1, D2 y D3) regulan los eventos 
tempranos de G1. CDK2 es secuencialmente activada por ciclinas tipo E (E1, E2), durante la transición 
G1/S y ciclina A2 (ciclina A1 en líneas germinales) durante la progresión de la fase S. Por último, el 
complejo CDK1/ciclina A2 regula la transición G2/M, mientras que CDK1/ciclina B1 es necesario para 










Las ciclinas son moléculas que interaccionan con las CDKs y las activan. Estas proteínas están 
definidas colectivamente por la presencia de un motivo altamente conservado de aproximadamente 
110 aminoácidos conocido como caja ciclina, el cual es esencial para su asociación con las Cdks (Nugent 
et al., 1991; Noble et al., 1997). En la actualidad se han identificado en mamíferos al menos 29 
proteínas que presentan dicho motivo (Malumbres y Barbacid, 2005), clasificadas en grupos según 
similitud estructural, período funcional en el ciclo celular y regulación de su expresión (Pines, 1995; 
Hunt, 1991; Sherr, 1995). La caja ciclina está flanqueada por una región amino y una carboxilo en las 
que muchas pero no todas las ciclinas presentan motivos que regulan la estabilidad de la proteína, tales 
como las cajas de destrucción o las secuencias PEST (Horne et al., 1996). Las primeras son motivos que 
favorecen la degradación vía ubiquitinación y posterior proteólisis, mientras que las segundas son 
secuencias ricas en los aminoácidos prolina, ácido glutámico, serina y treonina (PEST) que actúan como 
desestabilizadoras de proteínas.  
 
1.3. REGULACIÓN DE LOS COMPLEJOS CICLINA/CDK 
La actividad de los complejos ciclina/CDK a lo largo del ciclo celular está regulada por una 
variedad de mecanismos: 
a) Disponibilidad de las ciclinas 
La disponibilidad de las ciclinas es controlada a través de su síntesis, localización celular y 
degradación. La síntesis es regulada minuciosamente por factores de transcripción que controlan la 
expresión de las ciclinas en cada fase del ciclo celular (Tyson y Novak, 2008). La actividad CDK es 
fundamentalmente nuclear (Tassan et al., 1994); la fosforilación de algunas ciclinas puede actuar como 
señal de exportación nuclear (Diehl et al., 1997) o, por el contario, inducir su migración al núcleo 
(Yang J. et al., 2001; Obaya y Sedivy, 2002). La degradación de la mayor parte de las ciclinas está 
mediada por la vía de ubiquitina-proteasoma (Peters, 1998). 
b) Fosforilación de las CDKs 
Para su completa activación, además de la unión con las respectivas ciclinas, las CDKs deben ser 
fosforiladas en un residuo Thr conservado. Esta fosforilación es llevada a cabo por la quinasa CAK 
(CDK activating kinase), que está compuesta por ciclina H/CDK7 y la proteína Mat1 (Lolli y Johnson, 
2005). La actividad de todas las CDKs es también regulada negativamente por fosforilación de un 
residuo Tyr en el extremo amino terminal. Por otra parte, la reversión de la fosforilación inhibitoria de 
las CDKs es mediada por las fosfatasas de la familia CDC25 (CDC25A, CDC25B Y CDC25C) (Obaya y 
Sedivy, 2002).  
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c) Inhibidores de las CDKs (CKIs) 
Los CKIs son proteínas de bajo peso molecular que inhiben la actividad de los complejos 
CDK/ciclina mediante interacción directa (Sherr y Roberts, 1999). Existen 2 familias de CKIs. La 
familia INK4 (Inhibitors of CDK4) incluye p16INK4A, p15INK4B, p18INK4C y p19INK4D, quienes se unen a las 
quinasas CDK4 y CDK6 impidiendo su interacción con ciclina D. La familia Cip/Kip (CDK inhibitor 
proteins/kinase inhibitor proteins) comprende a p27Kip1, p57Kip2 y p21Cip1, los cuales forman complejos 
inactivos con CDK2/ciclina y CDK1/ciclina (Malumbres y Barbacid, 2001). p27Kip1 y p21Cip1 también 
unen CDK/ciclina D formando con ellos complejos activos cuya función es secuestrar a dichos 
inhibidores, permitiendo así la activación de los complejos CDK2 (Sherr y Roberts, 1999).  
1.4. LA FAMILIA RB: SUSTRATOS DE LAS CDKs  
Uno de los sustratos principales de las CDKs a través de la fase G1 del ciclo celular son las 
proteínas de la familia de Retinoblastoma (pRB, p107 y p130) (Sun et al., 2007). Los miembros de esta 
familia actúan durante las fases G0 y G1 temprana del ciclo celular como represores de varios factores 
de transcripción, incluyendo miembros de la familia E2F, cuya actividad es necesaria para la progresión 
a través de distintas fases del ciclo celular (Cam y Dynlacht, 2003). En células quiescentes y en fase G1 
temprana, p130 es el miembro de la familia que más se expresa (Smith E. J. et al., 1996), disminuyendo 
su expresión a medida que las células progresan a través de la fase G1. La proteína Retinoblastoma 
(pRB), por el contrario, se expresa de manera prácticamente constante y con niveles moderados a lo 
largo del ciclo celular (Buchkovich et al., 1989). Por su parte, p107 se expresa a bajos niveles en células 
quiescentes y normalmente no regula la transición G0/G1, pero tiene la capacidad de compensar la 
pérdida de pRB en células quiescentes (Sage et al., 2003). 
Los miembros de la familia RB ejercen su actividad represora a través de 2 mecanismos. Por un 
lado bloquean el dominio de transactivación de los factores E2F unidos al promotor de sus genes diana 
(Hiebert et al., 1992; Zamanian y La Thangue, 1993) y, por otra parte, los complejos familia RB/E2F 
ejercen un efecto dominante negativo sobre la activación de los promotores mediante el reclutamiento 
de enzimas modificadoras de la cromatina, tales como histona-desacetilasas (HDAC) e histona-
metiltransferasas (HMT), y de los complejos SWI/SNF modificadores de la estructura y del 
posicionamiento de los nucleosomas (Blais y Dynlacht, 2007). Estas proteínas inducen la condensación 
de la cromatina, impidiendo así la transcripción. 
Los miembros de la familia E2F pueden dividirse en 2 grupos: los activadores transcripcionales 
(E2F1, 2 y 3a) y los represores transcripcionales (E2F3b, 4, 5, 6, 7 y 8) (Cam y Dynlacht, 2003; Blais y 
Dynlacht, 2004; Frolov y Dyson, 2004; Dimova y Dyson, 2005; de Bruin et al., 2003; Maiti et al., 2005). 
Los miembros E2F1-6 se unen a sus genes diana en forma de heterodímeros con proteínas de la familia 




G1 y S del ciclo celular y se asocian a pRB. Los represores E2F4 y E2F5 se expresan a lo largo de todo el 
ciclo celular y se asocian preferentemente a p130 y p107 en G0 y G1 temprana (Cam y Dynlacht, 2003; 
Cobrinik, 2005; Dimova y Dyson, 2005). E2F3b se asocia en G0 con pRB en lugar de p130 (Leone et al., 
2000). E2F7 y E2F8 no forman heterodímeros con DP y, al igual que E2F6, reprimen sus genes diana a 
través de mecanismos independientes de RB (Dimova y Dyson, 2005).  
Las propiedades inhibitorias de la proliferación celular ejercidas por la familia RB son reguladas 
por fosforilación (Johnson y Schneider-Broussard, 1998). Estas proteínas se encuentran hipofosforiladas 
en células quiescentes, lo que permite su unión a los factores de transcripción E2F y la represión de sus 
genes diana. Cuando las células entran en la fase G1 desde quiescencia, los miembros de la familia RB 
son fosforilados secuencialmente por ciclina C/CDK3 (Ren y Rollins, 2004) ciclina D/CDK4/6 (Kato et 
al., 1993) y ciclina E/CDK2 (Lundberg y Weinberg, 1998) (Fig. I1), liberando así los factores E2F 
activadores en el núcleo y permitiendo la exportación de E2F4 y E2F5 al citoplasma (Lindeman et al., 
1997). Esto permite la transcripción de genes necesarios para la progresión de G1 y la replicación del 
ADN (Malumbres y Barbacid, 2001; Obaya y Sedivy, 2002).  
Por otro lado, la actividad de pRB también se puede regular por acetilación mediada por 
acetilasas de histonas asociadas a p300/CBP. Estas acetilasas previenen la fosforilación de pRB por 
ciclina E/CDK (Malumbres y Barbacid, 2001). 
 
 
Figura I1. Representación esquemática del ciclo celular. En la figura se representan las fases del ciclo celular, así 
como los complejos ciclina/CDK que participan en cada fase. Además se muestran las modificaciones 
experimentadas por los miembros de la familia RB y su interacción con los dímeros E2F/DP1 unidos a los 
promotores de los genes diana. Fam RB: familia RB; Cic: Ciclina; R: punto de restricción. 
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1.5. LA FASE G0   
Bajo ciertas condiciones, incluyendo alta densidad celular o ausencia de factores de 
crecimiento, las células se acumulan en un estado con un contenido 2n de ADN y con una actividad 
metabólica reducida. Algunos investigadores consideran que este estado no se corresponde con una 
detención de las células en la fase G1, sino con su entrada en quiescencia o fase G0 (Smith J. A. y 
Martin, 1973; Martin y Stein, 1976). Si bien los mecanismos exactos que controlan la decisión de las 
células de entrar en la fase G0 no se conocen, las células quiescentes se distinguen de las que proliferan 
por tener una tasa de síntesis de proteínas reducida (Alvarez et al., 2003), por inducir la expresión de 
determinados genes necesarios para el mantenimiento de la quiescencia, entre los que se encuentran el 
inhibidor de CDKs p27Kip1 (Polyak et al., 1994) y la proteína p130 (Smith E. J. et al., 1996) y por 
necesitar más tiempo para completar la fase G1 (Coller, 2007), que quizás refleja el tiempo necesario 
para la síntesis de proteínas requeridas para la progresión por G1 y S. En relación con esto último, se ha 
descrito que en células quiescentes algunas proteínas necesarias para iniciar la replicación del ADN, 
entre ellas CDC6, son expresadas en menor medida. Además, CDC6 no se encuentra unida a la 
cromatina. Por el contrario, en las células que proliferan los niveles de CDC6 se mantienen constantes 
a lo largo del ciclo celular y esta proteína se encuentra constitutivamente unida a los orígenes de 
replicación del ADN (Coller, 2007). 
Como hemos comentado, la expresión de p27Kip1 y p130 es elevada en G0 y se encuentra 
regulada positivamente por la familia de factores de transcripción FoxO (Medema et al., 2000; Kops et 
al., 2002). Como veremos más adelante con más detalle, dichos factores están activos en G0 pero son 
inactivados al salir las células del estado quiescente. A medida que las células progresan hacia la fase G1 
y los factores FoxO son inactivados, los niveles de p27Kip1 y p130 disminuyen favoreciendo la 
progresión del ciclo celular (MacLachlan et al., 1995; Smith E. J. et al., 1996). Además, en el caso de 
p27Kip1, este factor es secuestrado por los complejos ciclina D/CDK4/6 impidiendo así su efecto 
inhibidor sobre la actividad de CDK2 (Sherr, 1994).  
Una vez que las células entran en quiescencia, algunas de ellas mueren debido a que los factores 
de crecimiento necesarios para la proliferación celular también lo son para su supervivencia, otras 
sufren procesos de diferenciación o de senescencia y otras permanecen en ese estado hasta que los 
factores de crecimiento y los nutrientes vuelven a estar disponibles (Sherr, 1994), momento en que las 








1.6. CONTROL DE LA SALIDA DE QUIESCENCIA Y PROGRESIÓN A TRAVÉS DEL CICLO 
CELULAR 
Durante G1 se puede distinguir una fase inicial dependiente de mitógeno y una segunda fase en 
la que el ciclo progresará aunque los nutrientes hayan sido eliminados del medio extracelular. El punto 
a partir del cual la célula puede proliferar en ausencia de estímulos mitogénicos se conoce como punto 
de restricción (R, véase Fig. I1) (Pardee, 1974) y permite dividir la fase G1 en temprana o tardía. R es 
un punto de no retorno: una vez alcanzado, la célula debe completar una ronda de división celular. 
Una célula solo puede entrar en la fase G0 desde G1 si aún no ha sobrepasado R (Coller, 2007). 
La estimulación de células en fase G0 por factores de crecimiento induce la activación de una 
serie de vías de señalización que estimulan, por un lado, el crecimiento celular a través de la vía de 
PI3K/mTOR/p70S6K (Thomas, 2002) y por otro, la progresión del ciclo celular. Durante la transición 
G0/G1 se produce el ensamblaje de los complejos ciclina C/CDK3 (Fig. I1) que parecen ser los primeros 
en fosforilar a pRB (Ren y Rollins, 2004). Además, en este punto se induce rápidamente la expresión de 
C-MYC (Kelly et al., 1983) que, a su vez, induce la expresión de ciclina D (Bouchard et al., 2004), 
permitiendo la activación de CDK4/6 en la fase G1 temprana. Esta activación permite la fosforilación 
parcial de los miembros de la familia RB (Kato et al., 1993) y la consiguiente estimulación parcial de los 
complejos E2F activadores, que inician la transcripción de una serie de genes regulables por E2F, entre 
los que se encuentra el de la ciclina E (Fig. I1) (Geng et al., 1996). Ciclina E se une a CDK2 y este 
complejo hiperfosforila los miembros de RB causando la separación de pRB de su unión a los E2F 
activadores y de p130/p107 de su unión a los E2F represores. Los factores E2F totalmente activos 
inician entonces, en la transición G1/S, la transcripción de ciclina A y de proteínas necesarias para la 
replicación  (Fig. I1) (Henglein et al., 1994). Por ello, gran parte de los genes con elemento promotor 
E2F conocido son activados en (o cerca de) la transición G1/S. Una vez en la fase S, se produce la 
degradación de ciclina E por la vía del proteosoma (Strohmaier et al., 2001) y CDK2 se une entonces a 
ciclina A (Fig. I1). Los complejos activos ciclina A/CDK2 están directamente implicados en la 
progresión y salida de la fase S (Dynlacht et al., 1994; Krek et al., 1994). Posteriormente, la ciclina A 
forma complejo con CDK1, lo que es necesario para la transición G2/M (Fig. I1). En la fase G2 se 
induce la expresión de las ciclinas de tipo B, las cuales forman complejos con CDK1 (Fig. I1), mientras 
que las ciclinas tipo A son degradadas por proteólisis al comienzo de la mitosis (Malumbres y Barbacid, 
2005, 2009). Los complejos ciclina B/CDK1 regulan la progresión a través de M mediante fosforilación 
de sustratos que permitirán la ruptura de la envoltura nuclear, la separación de los centrosomas, la 
reorganización de los microtúbulos en el huso mitótico, la condensación de la cromatina para formar 
los cromosomas y la fragmentación del aparato de Golgi (Nigg, 2001). Hacia el final de la anafase, la 
inactivación de ciclina B/CDK1 mediante la degradación de la ciclina B por proteólisis permite la 
correcta salida de M (Vorlaufer y Peters, 1998). Además, la defosforilación de los miembros RB en este 
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punto, recupera la capacidad represora de la proliferación de estas proteínas, necesaria para comenzar 
un nuevo ciclo (Fig. I1) (Tamrakar et al., 2000).   
2. LA RUTA DE PI3K 
La enzima fosfoinosítido-3-quinasa (PI3K) constituye una de las múltiples familias de quinasas 
activadas en respuesta a la unión de factores de crecimiento a sus receptores de membrana y es una de 
las más importantes ya que controla funciones clave para las células tales como supervivencia, 
metabolismo, reorganización del citoesqueleto y migración celular, división celular y crecimiento 
celular. Además PI3K regula la activación de la respuesta inmune (Katso et al., 2001; Krasilnikov, 
2000).  
2.1. CARÁCTERÍSTICAS 
Las enzimas PI3K fosforilan la posición 3´-OH del anillo inositol del fosfatidil-inositol (PI) y 
los fosfoinosítidos derivados presentes en la membrana celular, para generar fosfatidil-inositol-3-
fosfato [PI(3)P], fosfatidil-inositol-3,4-bifosfato [PI(3,4)P2 o PIP2]  y fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato 
[PI(3,4,5)P3 o PIP3]. Los niveles de PIP3 y PIP2 son muy bajos en células quiescentes y aumentan de 
manera significativa y transitoria en repuesta a estímulos mitogénicos, por lo que se comportan como 
segundos mensajeros (Stephens et al., 1993). La familia PI3K está dividida en tres clases (Zvelebil et al., 
1996). Cada miembro está compuesto por una subunidad catalítica y una reguladora. La PI3K de clase 
IA es un heterodímero compuesto de una subunidad catalítica p110 y una subunidad reguladora p85 
(Hiles et al., 1992; Escobedo et al., 1991). La subunidad p85 estimula la actividad quinasa de p110 
(Klippel et al., 1993; Klippel et al., 1994). A lo largo de esta tesis nos referiremos a PI3K de clase IA 
como PI3K. 
2. 2. REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE PI3K  
La unión de un factor de crecimiento a su receptor induce la actividad Tyr-quinasa intrínseca 
del receptor o de quinasas asociadas, que fosforilarán residuos de Tyr en el propio receptor o en 
moléculas adaptadoras (Fig. I2). Entre los receptores con actividad Tyr quinasa intrínseca encontramos 
al receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el receptor del factor de 
crecimiento epidérmico (EGF) y el receptor del factor de crecimiento similar a insulina (IGF). p85 se 
une a los residuos de fosfo-Tyr, reclutando así p110 a la membrana, donde se encuentran sus sustratos, 
e induciéndole un cambio conformacional que provoca la activación del enzima (Fig. I2) (Panayotou et 
al., 1992). El reclutamiento de p110 a la membrana por p85 es esencial para su activación, de hecho, la 




constitutiva del enzima por anclaje permanente a la membrana (Jimenez et al., 1998). Asimismo, PI3K 
también puede ser activada por Ras (Rodriguez-Viciana et al., 1994). La señal intracelular iniciada por 
PI3K puede ser a su vez inactivada por el supresor de tumores PTEN (phosphatase and tensin homolog 
detected on chromosome 10) (Fig. I2) (Stambolic et al., 1998).  
2.3. SEÑALIZACIÓN DE PI3K  
PIP3 y PIP2 generados en la membrana por acción de PI3K reclutan proteínas con dominios de 
unión de lípidos, las cuales mediarán la propagación de la señal de PI3K (Haslam et al., 1993). Entre 
estas moléculas señalizadoras encontramos las Ser/Thr-quinasas proteína quinasa B (PKB) y proteína 
quinasa dependiente de fosfoinosítidos-1 (PDK1, 3´-phosphoinositide-dependent protein kinase-1). 
Las proteínas de la familia PKB son Ser/Thr quinasas que fosforilan una serie de sustratos 
celulares implicados en múltiples funciones. La activación de PKB requiere en primer lugar su unión a 
los PIP3 generados por PI3K, lo que implica su translocación a la membrana (Fig. I2) (Klippel et al., 
1997; Frech et al., 1997). Para su completa activación, PKB ha de ser fosforilada secuencialmente en 
dos residuos: Thr308 y Ser473. El primero es fosforilado por la quinasa PDK1, mientras que el segundo 
es fosforilado por otra quinasa diferente (Fig. I2) (Lawlor y Alessi, 2001; Surucu et al., 2008). PDK1 está 
constitutivamente localizada en la membrana celular y es activada directamente por PIP2 y PIP3 sin 
necesidad de fosforilación (Fig. I2) (Mora et al., 2004). 
La fosforilación mediada por la vía de señalización PI3K/PDK1/PKB regula una gran variedad 
de respuestas celulares a través de la modulación de la actividad, localización y/o degradación de 
proteínas implicadas directa o indirectamente en dichas respuestas. Una de las dianas de esta vía son 
algunos miembros de la familia Forkhead (FKH) de factores de transcripción. Esta familia comprende 
un grupo de factores de transcripción que se unen como monómeros a sus correspondientes secuencias 
consenso en el ADN (Furuyama et al., 2000) y actúan tanto induciendo como reprimiendo la 




Figura I2. Esquema de la activación de la vía de señalización de PI3K y regulación de la actividad de los factores 
FoxO. La unión de un ligando a su receptor Tyr-quinasa induce la activación de PI3K y la generación de PIP3. 
Esto permite la activación de PDK1 y PKB. PKB a su vez fosforila e inactiva a los factores FoxO, los cuales se 
unen a la proteína 14-3-3 y son exportados al citoplasma. Adaptada de Arden y Biggs, 2002 (Arden y Biggs, 2002). 
 
2.4. LA FAMILIA FOXO 
La familia FKH o Fox (Forkhead box) está dividida en subfamilias según similitud estructural 
y/o funcional. La subfamilia de clase O, FoxO, comprende 4 proteínas funcionalmente relacionadas: 
FoxO1, FoxO3a, FoxO4 y FoxO6 (Galili et al., 1993; Shapiro et al., 1993; Hosaka et al., 2004; Borkhardt 
et al., 1997; Jacobs et al., 2003). Estos factores se unen al ADN a través de un motivo consenso que 
tiene un núcleo TTGTTTAC (Furuyama et al., 2000). No obstante, las proteínas FoxO también pueden 
regular la transcripción por unión a secuencias no consenso en los promotores diana (Ramaswamy et 
al., 2002). Además, los factores FoxO cooperan con otros factores de transcripción y coactivadores en la 
regulación de la expresión de algunos promotores (Seoane et al., 2004; Nasrin et al., 2000). 
Los factores FoxO regulan una gran variedad de genes relacionados con apoptosis, 
metabolismo, ciclo celular, diferenciación, envejecimiento y respuesta al estrés (Greer y Brunet, 2005). 
Respecto de la regulación de la expresión de genes relacionados con la proliferación celular, los factores 
FoxO inducen la expresión del inhibidor de CDKs p27kip1 (Medema et al., 2000), la proteína p130 de la 
famila RB (Kops et al., 2002) y proteínas que regulan la transición G2/M del ciclo celular tales como 
ciclina B y Plk (Alvarez et al., 2001; Yuan et al., 2008). Además, actúan como represores de la 




promotores (Schmidt et al., 2002; Bouchard et al., 2004). Todo esto indica que los factores de 
transcripción FoxO están implicados tanto en el mantenimiento de la quiescencia (G0) como en la 
transición G2/M. 
La actividad de los factores FoxO está altamente regulada in vivo. En respuesta a la 
estimulación por factores de crecimiento o al estrés oxidativo, las proteínas FoxO son modificadas por 
fosforilación, acetilación y ubiquitinación. Colectivamente, estas modificaciones regulan su 
localización celular, su actividad transcripcional y su estabilidad (Brunet et al., 1999; Motta et al., 2004; 
van der Horst et al., 2006). Los factores FoxO son importantes blancos fisiológicos de la vía de 
señalización de PI3K (Fig. I2). En concreto, PKB inactiva por fosforilación estos factores de 
transcripción (Brunet et al., 1999; Kops y Burgering, 2000). Cuando PKB está inactiva, los miembros de 
la familia FoxO se encuentran defosforilados y se localizan en el núcleo, donde regulan la transcripción 
de sus genes dina. La estimulación de la vía de señalización de PI3K por factores de crecimiento activa 
PKB, que fosforila los factores FoxO. Una vez fosforilado, FoxO se unirá a la proteína 14-3-3, lo que 
provoca su liberación del ADN y translocación al citoplasma (Fig. I2). Esto resulta en la inhibición de la 
transcripción mediada por estos factores (Biggs et al., 1999; Guo et al., 1999; Kops et al., 1999; Brunet et 
al., 1999; Arden y Biggs, 2002). La fosforilación por PKB además modula la estabilidad de los factores 
FoxO induciendo su ubiquitinación y posterior degradación por el proteosoma (Plas y Thompson, 
2003; Aoki et al., 2004; Huang et al., 2005).  
Otras quinasas pueden fosforilar también las proteínas FoxO, algunas de forma independiente 
de la vía de PI3K (Burgering y Kops, 2002; Tran et al., 2003; Brunet et al., 2001; Huang y Tindall, 2007) 
y contribuir a la degradación de dicho factor de transcripción. 
 
3. CICLINA G2     
Como se ha descrito previamente, las ciclinas son proteínas que actúan normalmente como 
subunidades reguladoras de las CDKs. Sin embargo, algunas de ellas carecen de CDK u otra quinasa 
conocida asociada. Tal es el caso de las ciclinas del grupo G. Este grupo comprende 3 miembros: ciclina 
G1 (Tamura et al., 1993), ciclina G2 (Horne et al., 1996) y ciclina I (Nakamura et al., 1995). Las ciclinas 
del grupo G, a diferencia de las ciclinas clásicas, se expresan en tejidos ricos en células terminalmente 
diferenciadas (Tamura et al., 1993; Horne et al., 1996; Horne et al., 1997; Nakamura et al., 1995). Si 
bien las ciclinas G1 y G2 comparten una gran similitud estructural, las diferencias en su patrón de 
expresión en el ciclo celular, en la regulación de su expresión y en su localización celular, sugieren que 






El análisis del ARNm de ciclina G2 de ratón (2,8 kb) predice una proteína de aproximadamente 
40 kDa, que contiene 2 residuos de tirosina potencialmente fosforilables, uno en la caja ciclina, 
característico de las ciclinas (Hunter, 1982) y otro en el extremo carboxilo. Esto podría implicar a 
ciclina G2 como componente de alguna vía de señalización que regule la proliferación celular (Horne 
et al., 1996). Además, ciclina G2, a diferencia de ciclina G1, contiene secuencias PEST, lo que podría 
favorecer la degradación cíclica de esta ciclina (Horne et al., 1996). De hecho, mientras que la 
expresión de ciclina G1 es constante a lo largo del ciclo celular, con sólo un pequeño pico de expresión 
en la fase G1 temprana, la expresión del gen de ciclina G2 (Ccng2) oscila a lo largo del ciclo celular 
(Horne et al., 1996; 1997). Ccng2 se expresa en gran medida en tejidos ricos en células diferenciadas 
terminalmente como cerebro y cerebelo, o bien en tejidos como el bazo y el timo donde se produce la 
selección negativa de los linfoblastos auto-reactivos por detención del ciclo celular y apoptosis 
(deleción clonal) (Horne et al., 1996; 1997).  
La ciclina G2 expresada de manera ectópica se distribuye preferentemente en el citoplasma 
(Jensen et al., 1999; Bennin et al., 2002), aunque  también se localiza en el núcleo y la región 
perinuclear (Bennin et al., 2002). Por lo tanto, se especula que esta ciclina puede migrar al núcleo en 
momentos concretos del ciclo celular o en respuesta a la activación de determinadas vías de 
señalización (Bennin et al., 2002). 
3.2. POSIBLES MECANISMOS DE ACCIÓN 
Como se ha mencionado anteriormente, a diferencia de las ciclinas clásicas que promueven la 
proliferación celular por activación de CDKs, las ciclinas del grupo G no actúan aparentemente 
asociadas a CDKs y se comportan como inhibidores del ciclo celular en algunos tipos celulares y 
podrían facilitar el mantenimiento del estado quiescente de células diferenciadas (Bennin et al., 2002). 
Sin embargo, mientras que la ciclina G1 parece que actúa preferentemente como regulador negativo de 
la transición G2/M en respuesta al daño del ADN (Jensen et al., 1998; Shimizu et al., 1998; Kimura et 
al., 2001), la expresión incrementada de ciclina G2 ha sido correlacionada con detención del ciclo 
celular en G0/G1 (Horne et al., 1997; Bennin et al., 2002). Las ciclinas G1 y G2 tienen una alta 
identidad de secuencia con ciclina A (Horne et al., 1996). A pesar de ello, no se ha detectado actividad 
quinasa en inmunoprecipitados de ciclina G2 (Bennin et al., 2002). Aún así, no se puede descartar que 
ciclina G2 se asocie a CDK y que su actividad no haya sido detectada, o bien, que la asociación de esta 
ciclina con una quinasa  y la activación de ésta ocurra sólo en respuesta a señales específicas (Bennin et 




Por otro lado, se ha observado que las ciclinas G1 y G2 pueden asociarse a la fosfatasa PP2A 
(Okamoto et al., 1996; Bennin et al., 2002), una serina-treonina fosfatasa con localización intracelular 
ubicua, cuya actividad es esencial para un gran número de funciones celulares incluyendo la 
transducción de señales, la regulación del citoesqueleto, la regulación de la división celular y la 
diferenciación (Janssens y Goris, 2001; Millward et al., 1999). Distintas evidencias experimentales 
sugieren que ciclina G2 podría inhibir la progresión del ciclo celular alterando la especificidad de 
sustrato de PP2A (Bennin et al., 2002).  
3.3. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN 
Si bien varios grupos han estudiado la regulación de ciclina G2, hasta el momento en que se 
realizó este trabajo no se conocían los mecanismos que controlan la expresión de dicha proteína. El 
perfil de expresión del gen Ccng2 es atípico ya que su ARNm es regulado positivamente por estímulos 
inhibitorios de la proliferación o inductores de apoptosis (Horne et al., 1997). Concretamente, la 
expresión de Ccng2 es regulada positivamente en células B maduras por señales inhibitorias del 
crecimiento como las inducidas por dexametasona y el factor de crecimiento transformante beta 
(TGFβ) o bien por la estimulación de células B inmaduras con antígeno, que induce detención del ciclo 
celular y apoptosis, llevando a la deleción clonal de estas células (Horne et al., 1997).  
Se ha descrito que la expresión de ciclina G1 es regulada positivamente por el supresor de 
tumores p53, que es activado en respuesta a estímulos genotóxicos (Okamoto y Beach, 1994; 
Zauberman et al., 1995). Si bien la expresión de Ccng2 también es inducida por daño del ADN, se ha 
comprobado que este evento es independiente de la activación por p53 (Bates et al., 1996; Horne et al., 
1996). Además, no se han detectado en el promotor de Ccng2 sitios consenso de unión a p53 (Jensen et 
al., 1999). 
La traducción de ciclina G2 es inducida en células Jurkat tratadas con rapamicina, un 
antibiótico que inhibe la síntesis de proteínas induciendo detención del ciclo celular en la fase G0/G1 
(Grolleau et al., 2002). Por lo tanto, si bien el tratamiento con rapamicina normalmente bloquea la 
síntesis proteica, al mismo tiempo se ha visto que induce de alguna manera la síntesis de varias 
moléculas que actúan como reguladores negativos del ciclo celular. Estas proteínas, entre ellas ciclina 
G2, podrían contribuir junto con rapamicina al bloqueo de la progresión del ciclo celular (Grolleau et 
al., 2002). Por lo tanto, la vía mTOR/p70S6K podría estar involucrada en la regulación de ciclina G2.  
Asimismo, se ha observado que la expresión de Ccng2 es regulada negativamente en una serie 
de tumores humanos, como ocurre en tumores de tiroides (Ito et al., 2003) y de la mucosa oral (Kim et 
al., 2004). En ambos casos, la disminución de la expresión de Ccng2 se correlaciona de manera directa 
con el grado de transformación maligna de las células. Estos hallazgos se han confirmado analizando 
líneas celulares tumorales (Frasor et al., 2003). Por otro lado, la sobreexpresión de ciclina G2 en células 
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tumorales inhibe de manera significativa la proliferación celular y la formación de colonias, 
aumentando la población de células en fase G0/G1 del ciclo y disminuyendo la presente en fase S (Liu 
et al., 2004; Kim et al., 2004; Tian et al., 2002). 
Todos estos datos refuerzan la idea de que ciclina G2 es un inhibidor del ciclo celular y que la 
disminución de su expresión puede tener un papel importante en la progresión maligna de varios tipos 
celulares. Por ello, ciclina G2 podría convertirse en el futuro en una diana para el tratamiento del 
cáncer. 
4. C-MYC 
4.1. CARACTERISTICAS  
El producto del gen C-MYC es un factor de transcripción que actúa como regulador clave del 
comportamiento celular ya que participa en la regulación del crecimiento, proliferación, metabolismo, 
diferenciación y apoptosis de las células, dependiendo de las condiciones fisiológicas (Adhikary y 
Eilers, 2005; Baena et al., 2005; Dang, 1999; de Alboran et al., 2004; de Alboran et al., 2001; Vaque et 
al., 2008; Ceballos et al., 2000). Esto lo hace a través de su habilidad para regular hasta un 10-15% de 
los genes (Chung y Levens, 2005). Además C-MYC gobierna eventos asociados con la progresión 
tumoral, tales como estabilidad genómica, migración y angiogénesis (Vervoorts et al., 2006).  
C-MYC es un miembro de la familia de factores de transcripción con dominio b-HLHZ (región 
básica/hélice-bucle-hélice/cremallera de leucina) a la que pertenecen además MAX y MAD (Vervoorts 
et al., 2006). Se trata de una proteína nuclear que presenta un dominio de transactivación (TAD) en su 
extremo N-terminal y un dominio de dimerización en el extremo C-terminal, que contiene el motivo 
HLHZ, y el dominio de unión al ADN (Dang et al., 2005).  
C-MYC forma heterodímeros con MAX para unirse al ADN y ejercer sus funciones. Estos 
complejos se unen a sitios específicos del ADN llamados cajas E (E-box) (Luscher y Larsson, 1999). 
Mediante su unión a las cajas E, los heterodímeros MAX/C-MYC activan la transcripción de sus genes 
diana a través de la interacción con diferentes cofactores que se asocian a enzimas que regulan la 
estructura de la cromatina (Cole y Nikiforov, 2006). Pero además, los heterodímeros MAX/C-MYC 
pueden unirse a sitios distintos de las cajas E, a través de los cuales C-MYC actúa como represor 
transcripcional (Lee et al., 1995; Li et al., 1994; Roy et al., 1993). C-MYC reprime la transcripción a 
través del elemento iniciador (Inr), que es un motivo de iniciación transcripcional que se encuentra en 
ciertos promotores (Li et al., 1994; Smale y Baltimore, 1989). Además, C-MYC también reprime genes 
que no contienen motivos Inr (Yang B. S. et al., 1993) a través de la interacción proteína-proteína con 




MAX puede formar además homodímeros o bien heterodímedos con otros factores de 
transcripción de la familia b-HLHZ, como son las proteínas de la familia MAD. Dichos heterodímeros 
antagonizan la función de C-MYC uniéndose a las cajas E y reprimiendo la transcripción mediante el 
reclutamiento de proteínas modificadoras de la estructura de la cromatina (Grandori et al., 2000). In 
vivo, los complejos MAX/C-MYC predominan en células que proliferan mientras que los complejos 
MAX/MAD o MAX/MNT se encuentran principalmente en células quiescentes (Ayer y Eisenman, 
1993).  
4.2. FUNCIONES  
C-MYC actúa como un regulador central del crecimiento celular y la biogénesis de ribosomas 
(Iritani y Eisenman, 1999; Adhikary y Eilers, 2005). Además, también juega un papel central en la 
progresión del ciclo celular, sobre todo a nivel de la transición G1/S, ya que induce la expresión de 
miembros de la familia E2F (Matsumura et al., 2003), de las ciclinas D2, E y A (Ponzielli et al., 2005), 
de la fosfatasa CDC25 (Galaktionov et al., 1996) y de enzimas involucradas en la replicación del ADN 
(Dang, 1999). Por otro lado, C-MYC también reprime la expresión de algunos genes que inhiben 
proliferación tales como  p21CIP1, p27kIP1, p15INK4b y p18INK4c, lo que conduce al aumento de la actividad 
de los complejos ciclinaD/CDK4 y ciclina E/CDK2 tras la activación de C-MYC y a la consiguiente 
progresión a través de la fase G1 (Adhikary y Eilers, 2005).  
4.3. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN  
Dados los efectos que posee C-MYC sobre el destino celular no es de extrañar que las células 
hayan desarrollado sofisticados mecanismos que aseguren niveles adecuados de expresión de dicha 
proteína. Una cantidad y/o actividad de C-MYC no adecuada puede resultar en cáncer o en defectos en 
proliferación o desarrollo. Por ello, la expresión de C-MYC es regulada virtualmente por cada una de 
las vías principales de transducción de señales, tanto proliferativas como antiproliferativas, que 
impactan a todos los niveles: transcripcional, postranscripcional, traduccional y postraduccional 
(Luscher y Eisenman, 1990; Kelly et al., 1983; Jones y Cole, 1987; Sears et al., 1999; Marcu et al., 1992). 
En este trabajo nos centraremos en el estudio de la regulación transcripcional. 
El gen C-MYC presenta cuatro promotores denominados P0, P1, P2 y P3 (Fig. I3) (Marcu et al., 
1992; Potter y Marcu, 1997). La mayoría de los transcritos se inician en los promotores P1 y P2, con 
una clara dominancia de P2 (80-90%) en células normales (Taub et al., 1984; Marcu et al., 1992; Potter 
y Marcu, 1997). Este promotor posee una caja TATA y 2 sitios Inr que sinergizan con la caja TATA en 
la unión de cofactores de transcripción (Marcu et al., 1997; Facchini et al., 1997). Además, presenta tres 
elementos reguladores principales: un sitio ME1a1, un elemento E2F y un sitio ME1a2 (Fig. I3). Tanto 
ME1a1 como ME1a2 funcionan como elementos positivos para la transcripción desde P2 (Marcu et al., 
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1997). Por otro lado, el sitio E2F se superpone con el sitio de unión para para los factores de 
transcripción ETS-1/2, STAT3, NFATc1, KLF11, METS y SMAD (Fig. I3). ETS-1/2, STAT3, NFATc1 y 
E2F-1, E2F-2 y E2F-3a libres pueden actuar como activadores transcripcionales de C-MYC, mientras 
que los complejos E2F/familia RB, KLF11, METS y SMAD pueden hacerlo como represores (Wierstra y 
Alves, 2008). Este sitio de unión combinado parece, como veremos a continuación, que determina el 
estado general del promotor de C-MYC, esto es, si es inducible o no por otras señales (Wierstra y 
Alves, 2008). 
La expresión del ARNm de C-MYC es apenas detectada en células quiescentes, pero sus niveles 
alcanzan un pico de expresión 2-4 h después de la estimulación con factores de crecimiento (Kelly et 
al., 1983) y disminuyen a un nivel basal constitutivo a lo largo del resto del ciclo celular y en ciclos 
subsiguientes (Hann et al., 1985; Thompson et al., 1985). Esta expresión constante depende de la 
presencia permanente de factores de crecimiento: si estos son eliminados o bien las células reciben 
señales de diferenciación u otras señales antiproliferativas, la expresión de C-MYC disminuye 
(Wierstra y Alves, 2008).  
 
Figura I3. Representación esquemática de la región reguladora del gen C-MYC. En la figura se muestra parte de la 
región reguladora de la expresión del gen y los sitios de unión de los principales factores de transcripción que 
controlan la expresión de C-MYC humano y/o murino. Se indican los elementos principales (en negrita), los sitios 
de inicio de la transcripción regulados por los promotores P0, P1, P2 y P3 (flechas en negrita) y el exón 1 (en 
gris). Con fines ilustrativos, los sitios de unión vecinos se representan agrupados en una misma flecha, pero esto 
no indica necesariamente que sean sitios solapantes. CT-I2 es el homólogo humano del elemento ME1a1 murino. 
El sitio de inicio de la transcripción desde el promotor P1 se indica como +1. Modificado de Wierstra y Alves, 




La regulación de la transcripción de C-MYC se controla a 3 niveles: el estado de compactación de la 
cromatina, la iniciación de la transcripción y la elongación de la transcripción. 
a) Regulación por remodelamiento de la cromatina. Varios factores de transcripción que se unen a la 
región reguladora de C-MYC reclutan enzimas modeladoras de la cromatina, lo que modifica el grado 
de compactación de ésta y, por lo tanto, la accesibilidad de la maquinaria general de transcripción al 
promotor. Para el caso del promotor P2 este efecto está mediado, al menos en parte, por la unión de 
complejos E2F/familia RB/co-represores al elemento E2F (Albert et al., 2001; Harbour y Dean, 2000). 
Dicho elemento tiene una función dual en la regulación de C-MYC, ya que determina si el promotor 
P2 es inducible por otras señales o si es mantenido en un estado no inducible. La regulación de este 
promotor incluye 3 eventos en los que el elemento E2F y las proteínas de la familia RB juegan un papel 
fundamental: represión, supresión de la represión y activación. La represión se produce en respuesta a 
señales antiproliferativas o a la eliminación de factores de crecimiento (células quiescentes) y es 
mediada por los complejos E2F/familia RB a través del reclutamiento de factores co-represores que 
inducen la compactación de la cromatina. Por el contrario, la supresión de la represión en respuesta a 
señales proliferativas (suero y otros mitógenos) que inducen la activación de los complejos ciclina/CDK 
de G1, consiste en la retirada del ADN de las proteínas de la familia de RB y los co-represores 
asociados, con la consiguiente apertura de la estructura de la cromatina. A continuación, la activación 
del promotor podría ser mediada por los factores E2F activadores (E2F-1/2/3) o bien por otros 
transactivadores cuyas secuencias consenso se hallen superpuestas a la del sitio E2F (Wierstra y Alves, 
2008).  
Otro elemento esencial para la regulación de la expresión del gen C-MYC es el denominado 
elemento CT (también llamado NHE), que se halla situado 100-150 pares de bases por delante del sitio 
de inicio de la transcripción del promotor P1 (Fig. I4) (Wierstra y Alves, 2008). Este elemento contiene 
5 repeticiones ricas en C y T y, además de la doble hebra, puede formar estructura de hebra sencilla 
(Levens et al., 1997; Michelotti G. A. et al., 1996). Asimismo, la hebra codificadora rica en C y la hebra 
de anti-sentido rica en G de este elemento pueden formar unas estructuras denominadas i-tetraplex y 
G-quadruplex, respectivamente, que ejercen un importante papel represor de la expresión de C-MYC 
(Fig. I4) (Simonsson et al., 2000; Siddiqui-Jain et al., 2002; Grand et al., 2004). Varios factores de 
transcripción se unen al elemento CT (Michelotti E. F. et al., 1995; Berberich y Postel, 1995) 
permitiendo la ruptura de las estructuras i-tetraplex y G-quadruplex, favoreciendo así la transcripción 




                                         
 
Figura I4. Representación esquemática del elemento CT/NHE. El elemento NHE puede adoptar distintas 
estructuras. La formación de un G-cuadruplex en la hebra reversa rica en G y de un i-tetraplex en la hebra directa 
rica en C conlleva a la represión de la transcripción de C-MYC. La unión de factores de transcripción (FT, 
indicados con los óvalos grises) ya sea a cada hebra sencilla o a la doble hebra, rompe estas estructuras, 
permitiendo la transcripción del gen. Modificado de Wierstra y Alves, 2008 (Wierstra y Alves, 2008). 
 
b) Regulación de la iniciación de la transcripción. El control de la transcripción de C-MYC es muy 
complejo ya que responde a una multitud de señales biológicas que conforman una red que converge 
en su promotor y que está sujeta a mecanismos redundantes, bucles de retroalimentación y circuitos 
regulatorios cruzados (Wierstra y Alves, 2008). Además, el efecto de una señal particular sobre la 
expresión de C-MYC depende del contexto celular y del estado fisiológico de la célula. Más aún, en 
diferentes tipos celulares, la expresión de C-MYC puede ser regulada por distintos factores de 
transcripción generales y/o específicos de tejido (Chung y Levens, 2005). Por lo tanto, la suma de 
múltiples señales es la que determinará, en cada momento, si C-MYC es o no expresado. Sin embargo, 
los elementos reguladores conocidos del promotor no son suficientes para inducir la expresión de C-
MYC en ratones transgénicos (Lavenu et al., 1994) o tras una transfección estable (Polack et al., 1991). 
La regulación apropiada de la expresión de C-MYC necesita, además de los promotores conocidos, de 
elementos de control adicionales no definidos localizados fuera de las 50 kb de secuencia de ADN que 




flanqueantes ubicadas por delante y por detrás del gen (Mautner et al., 1996). Un posible elemento 
regulador común ha sido encontrado a 60 kb delante de la región codificante de C-MYC y se han 
descubierto varios elementos reguladores posibles entre 30 y 400 kb por detrás de la región codificante 
(Mautner et al., 1996).  
c) Regulación de la elongación de la transcripción. La síntesis de un transcrito primario de ARN 
requiere que la ARN polimerasa II (Pol II) inicie, elongue y termine la transcripción. Uno de los 
mecanismos principales de control de la transcripción de C-MYC y de varios otros genes es a través del 
bloqueo de la elongación, llamado también atenuación o pausa, que detiene la transcripción en sus 
comienzos, generando así transcritos truncados (Krumm y Groudine, 1995; London et al., 1991). De 
esta manera, el control de la pausa de la Pol II proporciona una forma rápida de regulación de la 
transcripción de C-MYC en respuesta a estímulos diversos (Marcu et al., 1992; Marcu et al., 1997; 
Spencer y Groudine, 1991). Durante esta pausa, la Pol II permanece unida al promotor, lo que facilita 
la reanudación de la transcripción ante una señal adecuada. La terminación prematura de la 
transcripción de C-MYC humano a partir del promotor P2 tiene lugar cerca de la unión entre el primer 
exón (no codificante) y el primer intrón en tres sitios  diferentes (Bentley y Groudine, 1986, 1988). La 
unión de determinados factores a la Pol II aumenta o disminuye la habilidad de esta enzima para 
continuar la elongación a través de las secuencias que causan bloqueo de la transcripción (Shilatifard et 
al., 1997; Uptain et al., 1997). 
En resumen, la regulación negativa de la transcripción de C-MYC incluye en primer lugar una 
respuesta rápida pero transitoria (control de la elongación de la transcripción) y, posteriormente, una 
respuesta permanente (control de la iniciación de la transcripción) que se activa solo si la señal 
inhibitoria de la proliferación persiste en el tiempo. Este es el caso de lo que ocurre durante la 
inducción de la diferenciación terminal o de la quiescencia (Wierstra y Alves, 2008).  
La mayoría de los genes con elemento E2F conocido en el promotor son activados en (o cerca 
de) la transición G1/S o posteriormente. Sin embargo, aunque el gen C-MYC contiene elementos E2F 
en su región reguladora, es activado durante la salida de quiescencia (G0/G1) (Kelly et al., 1983) y, por 
lo tanto, mucho antes que los miembros de la familia RB sean fosforilados y liberen los E2F activadores. 
En consecuencia, si bien estudios previos han demostrado que C-MYC puede ser regulado por E2F, es 
capaz de escapar del efecto dominante represivo de los complejos E2F/familia RB durante la salida de 
quiescencia a través de mecanismos desconocidos. Durante el desarrollo de este trabajo hemos 




















































El objetivo general de esta tesis es el estudio de la regulación de la expresión de dos genes que juegan 
un papel importante en la transición G0/G1 del ciclo celular: Ccng2 (Ciclina G2) y C-MYC. Mientras 
que el primero debe ser silenciado para permitir la salida de quiescencia, la activación del segundo es 
clave para la progresión hacia y a través de la fase G1. Los objetivos concretos planteados fueron los 
siguientes: 
I. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE CICLINA G2  
1- Determinar el patrón de expresión del gen Ccng2 a lo largo del ciclo celular en la línea celular 
NIH3T3. 
2- Identificar la/s vía/s de señalización implicada/s en la regulación de la expresión del gen Ccng2. 
3- Determinar la implicación de los factores FoxO en la transcripción del gen Ccng2. 
 
II. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE C-MYC 
1- Analizar el patrón de unión de proteínas al elemento E2F del promotor de C-MYC. 
2- Caracterización bioquímica de un factor distinto de E2F (EMYCS) capaz de interaccionar con el 
sitio E2F del promotor de C-MYC. 
3- Establecer el papel que desempeña EMYCS en la regulación de la expresión del gen C-MYC 
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1. CÉLULAS 
1.1. CULTIVO CELULAR 
 Las líneas celulares humanas X50-7 (línea linfoblastoide B), DG75 (linfoma de Burkitt), Mutu-1 
(linfoma de Burkitt), Bjab (linfoma B), Jurkat (leucemia T), Molt-4 (leucemia T), U937 (leucemia 
monocítica), HL-60 (leucemia mielomonocítica), y K562 (eritroleucemia) se cultivaron en medio RPMI 
1640 (Gibco), mientras que las líneas U2OS y Saos-2 (ambas de osteosarcoma), HeLa (carcinoma de 
cervix), y NIH3T3 (fibroblastos inmortalizados de ratón) se crecieron en medio DMEM (Gibco). 
Ambos medios se suplementaron con 10% de suero de ternera fetal (FCS) inactivado por calor (Gibco), 
100U/ml de penicilina (Laboratorios Ern S.A.), 100μg/ml de estreptomicina (Laboratorios Reig Jofré 
S.A.), y 2mM de L-glutamina (Gibco). Todas las líneas celulares se crecieron a 37ºC en una atmósfera 
húmeda al 5% de CO2. 
Los linfocitos de sangre periférica se obtuvieron mediante gradiente de Ficol (Campanero et al., 
1993) a partir de sangre periférica proporcionada por el Centro de Transfusiones de la Comunidad de 
Madrid. La activación de estas células se llevó a cabo con 5μg/ml de Leucoaglutinina (Sigma) y 50U/ml 
de Interleuquina-2 (IL-2) (donada generosamente por NIH AIDS, Research and Reference Reagent 
Program; Germantown, MD, USA).  
1.2. TRANSFECCIONES 
 Las células adherentes U2OS, Saos2, y 293-T se transfectaron en placas de 100mm de diámetro 
empleando el método del fosfato cálcico (Campanero y Flemington, 1997), mientras que las células 
DG75, Jurkat, K562, y Mutu-1 se transfectaron por electroporación (Campanero y Flemington, 1997). 
Para los ensayos luciferasa, se transfectaron 5μg del plásmido reportero de luciferasa apropiado, más 
1μg de pCMV-ßgal  (plásmido de expresión de ßgalactosidasa) y 24μg de plásmido de relleno 
[Bluescript (Stratagene)].  
 Los linfocitos T de sangre periférica se recogieron y resuspendieron a una densidad de 1x108 
células/ml en medio RPMI 1640, se electroporaron según la técnica descrita previamente (Alcami et al., 
1995), se sembraron en 2 placas de 35mm de diámetro, se incubaron en RPMI con 10% de FCS a 37ºC y 
se activaron o no con 5μg/ml de Leucoaglutinina (Sigma) más 50 U/ml de IL-2 durante 24h. La 
transfección de los linfocitos se realizó con 40μg de los plásmidos reporteros pEnh-Eμ-CMYC y 5μg de 
pRL-SV40 (plásmido de expresión de luciferasa Renilla, Promega). 
Las células NIH3T3 se transfectaron con Lipofectamina Plus (Gibco) siguiendo las 
recomendaciones del fabricante, utilizando 10μg de plásmido. El día anterior a la transfección, 4.5 x 106 
células se sembraban en placas de 150mm de diámetro. 
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1.3. SINCRONIZACIÓN CELULAR 
Para los estudios cinéticos, las células NIH3T3 se sincronizaron mediante crecimiento hasta 
confluencia en medio completo (DMEM/10% FCS), se mantuvieron confluentes 48h (para asegurar la 
inhibición por contacto) y luego se liberaron mediante re-sembrado a menor densidad celular (1:3) en 
medio completo. A continuación las células se cultivaron a 37ºC, se recogieron a los tiempos indicados 
y se examinaron.  
Alternativamente, las células se sincronizaron en distintas fases del ciclo celular:  
Para detener el ciclo en la fase G0, células al 80% de confluencia se cultivaron 18-20h en 
ausencia total de suero (para privarlas de estímulo mitogénico) en medio DMEM suplementado con 
0.1% de albúmina sérica bovina libre de ácidos grasos (BSA) (New England Biolabs). Mediante 
citometría de flujo se comprobó que aproximadamente el 80-90% de las células se encontraba en fase 
G0/G1. 
Para enriquecer el cultivo en células en fase G1 temprana, las células detenidas en fase G0 
como se acaba de indicar, fueron a continuación incubadas en medio completo durante 1-3h.  
Para detener el ciclo en fase G2, cultivos al 80% de confluencia se incubaron 23h con 5μM de 
etopósido (Sigma). El análisis mediante citometría de flujo demostró que el 70-80% de las células se 
encontraban en fase G2/M. 
Para enriquecer el cultivo en células en fase M, se añadió 100ng/ml de Colcemida (Gibco) a un 
cultivo en crecimiento exponencial al 80% de confluencia y se incubó durante 23h, obteniéndose 
aproximadamente un 80% de células en fase G2/M. 
1.4. ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO  
Tras recoger las células, éstas se lavaron con tampón fosfato salino (PBS) y se resuspendieron a 
continuación en 50μl de solución de detergente (DNA-Prep, Beckman Coulter) por millón de células. 
Por último, se tiñeron con 500μl de solución de ioduro de propidio con ARNasa (DNA-Prep, Beckman 
Coulter) por millón de células durante 30min a 37ºC. Las muestras se analizaron mediante citometría 
de flujo empleando un citómetro EPIC-XL (Beckman Coulter). La proporción de células en cada fase 
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2. PLASMIDOS Y CONSTRUCCIÓN DE VECTORES 
2.1. ESTUDIOS SOBRE CICLINA G2 
Para realizar los ensayos reporteros, la región del promotor murino del gen Ccng2 (AF079877), 
que contiene los motivos consenso FoxO, se obtuvo mediante PCR utilizando los siguientes 
oligonucleótidos cebadores:  
Cebador directo (nucleótidos 986-1007): 5’-TCATTTCGGAGAGGCTAGCTG 
Cebador reverso (nucleótidos 1314-1337): 5’-ATATCTAATAAGTGTGCTTCTAG 
Las bandas amplificadas mediante PCR se subclonaron en el vector pGL3-promoter (Promega), 
generándose el plásmido pGL3-promotor ciclina G2 (pGL3-cicl.G2p).   
El resto de las construcciones utilizadas se resumen en la siguiente tabla: 
 
PLASMIDO FUENTE 
pSG5-myc-p110caax (Jimenez et al., 1998) 
pMT2-HA-ΔDB -AFX (Medema et al., 2000) 
pECE-HA-FoxO3a (Brunet et al., 1999) 
pECE-HA- FoxO3a-A3 (Brunet et al., 1999) 
pMT2-HA-FoxO4 (Kops et al., 1999) 
pMT2-HA-FoxO4-A3 (Kops et al., 1999) 
FHRE-Luc-FasLp (Brunet et al., 1999) 
pHX-Luc-mycp (Takeshita et al., 1997) 
 
2.2. ESTUDIOS SOBRE C-MYC 
 pBG-LUC se generó clonando la caja TATA del gen de la ß-globina por delate del gen de la 
luciferasa en el plásmido pGL2-Basic (Promega) (Campanero et al., 2000). Para generar la versión 
silvestre (silv) del plásmido 2xE2Fmyc-BG-LUC (que presenta 2 copias del sitio de unión a E2F del 
promotor de C-MYC) y los distintos mutantes de este sitio, las secuencias anilladas de los 
oligonucleótidos 2xE2Fmyc-silv directa 5'-
GCGTGAGGCTTGGCGGGAAAAAGAGAGGCTTGGCGGGAAAAAGAA y reversa 5'-
GATCTTCTTTTTCCCGCCAAGCCTCTCTTTTTCCCGCCAAGCCTCA, o bien la secuencias de los mutantes 
2xE2Fmyc-E2F, 2xE2Fmyc-sp, o 2xE2Fmyc-nulo se ligaron a pBG-LUC inmediatamente por delante 
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de la caja TATA del gen de la ß-globina. Los oligonucleótidos mutantes 2xE2Fmyc, presentaban las 
mutaciones puntuales indicadas en la figura 14C. 
Para generar el plásmido  pGL2-Myc-silv, se subclonó un inserto de ADN que abarca los 
promotores P1 y P2 (-274 a +66 relativo al sitio de inicio de la transcripción de P2) en pGL2-Basic 
(Promega) desde el plásmido 157mycCAT (DesJardins y Hay, 1993), donado gentilmente por Ed 
DesJardins (University of Chicago; Chicago, IL). Los distintos mutantes del sitio E2F (Fig. 14C) se 
generaron mediante mutagénesis dirigida utilizando el kit Bio-Rad Muta-Gene, según protocolo 
descrito previamente y especificaciones del fabricante (Campanero et al., 1999). La presencia de las 
mutaciones apropiadas se verificó mediante el análisis de secuencia. El plásmido pEμ-Myc se generó 
subclonando el enhancer Eμ de la cadena pesada de las inmunoglobulinas inmediatamente delante del 
promotor de C-MYC silvestre (o de sus mutantes) en pGL2-Myc, desde el plásmido EμSV-Vector, 
cedido gentilmente por Carlos Martinez-A (Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid). Los cassettes 
Eμ- Myc silvestre (y sus mutantes del sitio E2F) se transfirieron desde pEμ- Myc a pGL2-Enhancer, que 
contiene el enhancer SV40 detrás del ADNc de luciferasa, para generar pEnh-Eμ-Myc. 
 
3. ENSAYOS BIOQUÍMICOS 
3.1. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS NUCLEARES  
Los extractos nucleares se prepararon utilizando una versión modificada del protocolo descrito 
por Dignam y col. (Dignam et al., 1983). Las células se recogieron y lavaron con PBS y el sedimento 
(pellet) se  resuspendió en 5 volúmenes de tampón A hipotónico suplementado con inhibidores de 
proteasas y fosfatasas (10mM HEPES pH 7.9, 10mM KCl, 1.5mM MgCl2, 5mM dithiothreitol (DTT), 
0.5mM NaF, 0.5mM Na3VO4, 0.5mM fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF), 1μg/ml leupeptina, 1μg/ml 
aprotinina, 1μg/ml pepstatina, 1μg/ml epibestatina). La suspensión celular se incubó 1h en hielo y las 
células se lisaron posteriormente mediante 25 golpes con un homogenizador Dounce. Los núcleos se 
sedimentaron mediante centrifugación durante 10 segundos a 14.000xg, se lavaron una vez en tampón 
A y se resuspendieron en 3 volúmenes de tampón B suplementado con inhibidores de proteasas y 
fosfatasas (20mM HEPES pH 7.9, 20% glicerol, 420mM NaCl, 1.5mM MgCl2, 0.2mM EDTA, 5mM 
DTT, 0.5mM NaF, 0.5mM Na3VO4, 0.5mM PMSF, 1μg/ml leupeptina, 1μg/ml aprotinina, 1μg/ml 
pepstatina, 1μg/ml epibestatina). Tras incubar los lisados 30 minutos en hielo (lisis nuclear y separación 
de las proteínas unidas a la cromatina), los restos celulares se eliminaron mediante centrifugación 
durante 10 minutos a 4ºC y 14.000xg y los sobrenadantes se separaron en alícuotas y almacenaron a      
-80ºC. 
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3.2. ANÁLISIS DE CAMBIO DE MOVILIDAD ELECTROFORÉTICA (EMSA) 
 Estos ensayos se realizaron utilizando oligonucleótidos de doble hebra marcados 
radiactivamente. Las secuencias (5’ a 3’) se detallan a continuación:  
A) Para los experimentos con el gen Ccng2, los siguientes oligonucleótidos fueron obtenidos de 
Genotech: 
FoxO-Ccng2  
Directo:  5´-ATAGAAAGTAAAACAAACAAACAAACAAAAC     
Reverso: 5´-GTTTTGTTTGTTTGTTTGTTTTACTTTCTAT 
FoxO-consenso (Zhang et al., 2002)  
Directo:  5´-CTAGATGGTAAACAACTGTGACTAGTAGAACACGG  
Reverso: 5´-CCGTGTTCTACTAGTCACAGTTGTTTACCATCTAG 
B) Para el estudio sobre C-MYC, se utilizaron oligonucleótidos obtenidos de Invitrogen, que portan las 
secuencias de los elementos E2F de los siguientes promotores:  
E2Fdhfr-silv directo:  5´-CTAGAGCAATTTCGCGCCAAACTTG   
E2Fdhfr-silv reverso:  5´-GATCCAAGTTTGGCGCGAAATTCGT 
E2Fdhfr -mut directo:  5´-CTAGAGCAATTGCTCGACCAACTTG 
E2Fdhfr -mut reverso:  5´-GATCCAAGTTGGTCGAGCAATTGCT 
E2Fe2f1-p directo:  5´-CTAGAGCTCTTTCGCGGCAAAAAGGAG  
E2Fe2f1-p reverso:  5´-GATCCTCCTTTTTGCCGCGAAAGAGCT  
E2Fe2f1-d directo: 5´-CTAGAGGATTTGGCGCGTAAAAGTGG 
E2Fe2f1-d reverso:  5´-GATCCCACTTTTACGCGCCAAATCCT  
E2Fcdc2 directo:  5´-CTAGATTTCTTTCGCGCTCTAGCCG 
E2Fcdc2 reverso:  5´-GATCCGGCTAGAGCGCGAAAGAAAT  
E2Fmyc-silv directo:  5´-CTAGAGAGGCTTGGCGGGAAAAAG 
E2Fmyc-silv revero:  5´-GATCCTTTTTCCCGCCAAGCCTCT  
E2Fmyb directo:  5´-CTAGACAGATTTGGCGGGAGGGGGG 
E2Fmyb directo:  5´-GATCCCCCCCTCCCGCCAATCTGT  
Para los mutantes de E2Fmyc se emplearon las mutaciones puntuales mostradas en la figura 14C.  
 También se emplearon oligonucleótidos que unen o no ETS-1 y ETS-2 (PEA3-silv y PEA3-
nulo, respectivamente), según se había descrito previamente (Wasylyk et al., 1990) y secuencias que 
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interaccionan predominantemente con homodímeros y heterodímeros de STAT1 y STAT3 (el 
elemento inducible c-sis de alta afinidad (SIE) m67) (Ooi et al., 1998) o con isoformas de STAT5 (el 
elemento de respuesta a prolactina (PRE) del gen de la ß-caseina de rata) (Ooi et al., 1998). También se 
utilizaron oligonucleótidos que unen miembros de la familia NFAT (el sitio NFAT distal del promotor 
de IL-2 humana) (Iniguez et al., 2000). Las secuencias de estos oligonucleótidos (5’ a 3’) son las 
siguientes: 
PEA3-silv directo: 5´-CTAGATCGAACTTCCTGTCGAG 
PEA3-silv reverso: 5´-GATCCTCGAGCAGGAAGTTCGAT  
PEA3-nulo directo: 5´-CTAGATCGAACTTCTTGCTCGAG 
PEA3-nulo reverso: 5´-GATCCTCGAGCAAGAAGTTCGAT 
PRE directo: 5´-GATCACTTCTTGGAATTAAGGGA 
PRE reverso: 5´-GATCTCCCTTAATTCCAAGAAGT  
SIE directo: 5´-GATCGACATTTCCCGTAAATCG 
SIE reverso: 5´-GATCCGATTTACGGGAAATGTC 
NFAT directo: 5´-GATCGGAGGAAAAACTGTTTCATACAGAAGGCGT 
NFAT reverso: 5´-GATCCACGCCTTCTGTATGAAACAGTTTTTCCTCC 
Las hebras complementarias de los oligonucleótidos mencionados se mezclaron en una relación 
equimolecular en tampón Tris 10mM pH 7.5 – 50mM NaCl, se calentaron a 65ºC y se anillaron 
mediante enfriamiento lento hasta temperatura ambiente. Los oligonucleótidos de doble cadena 
generados (200ng) se marcaron mediante la reacción de Klenow (Campanero et al., 1999). Brevemente, 
200ng de oligonucleótido anillado se incubaron 15 min a 37ºC con 2μl del fragmento Klenow (exo-) de 
la ADN polimerasa (New England Biolabs) en presencia de 2mM de dATP, dGTP y dTTP (Biomedal), 
50μCi de [α-32P]dCTP (Perkin Elmer) y tampón MRB 1X (10mM Tris pH 7.5, 50mM NaCl, 0.1M MgCl2 
y 10mM DDT) en un volumen final de 20μl. En el caso del estudio de ciclina G2, debido a que los 
oligonucleótidos generados no tenían extremos protuberantes, el marcaje se realizó con la enzima T4-
Polinucleótidoquinasa  (New England Biolabs), utilizando [γ-32P]dATP (Perkin Elmer), y las muestras 
se incubaron 30min a 37ºC. Los nucleótidos no incorporados se eliminaron mediante cromatografía de 
exclusión empleando columnas Sephadex G25 (Amersham) en ambos casos. 
Las reacciones de unión ADN-proteína se realizaron mezclando 3μl (15μg) de extracto nuclear, 
7μl de tampón D (20mM HEPES pH 7.9, 20% glicerol, 0.1M KCl, 0.2mM EDTA, 0.5mM DTT), 20μg de 
albúmina sérica bovina (New England Biolabs), 2μg de ADN de esperma de salmón fragmentado 
(Invitrogen) en un volumen final de 20μl. A esta mezcla inicial también se añadieron, si correspondía, 
oligonucleótidos competidores no marcados (100ng) o anticuerpos (2μg de anticuerpos purificados o 
2μl de anticuerpos policlonales crudos). Tras 20 minutos de preincubación a temperatura ambiente, se 
añadió 1ng de sonda marcada radiactivamente y las mezclas se incubaron 20min adicionales. Las 
Materiales y Métodos 
 37
muestras se cargaron a continuación en un gel no desnaturalizante de acrilamida 4% (National 
Diagnostics)- bisacrilamida 0.1% (National Diagnostics), en buffer TBE 0.5X (45mM Tris, 32.3mM 
ácido bórico, y 1.25mM EDTA pH 8.3). Tras su secado, los complejos ADN-proteína formados se 
visualizaron mediante autorradiografía (16h a temperatura ambiente). 
3.3. ENTRECRUZADO POR LUZ ULTRAVIOLETA (UV-CROSSLINKING) 
 Estos ensayos se llevaron a cabo siguiendo una modificación del protocolo de Thompson y col. 
(Thompson et al., 1992) según se describe a continuación. Se marcaron 200ng de sonda mediante 
reacción de relleno con Klenow, utilizando [α-32P]dGTP, [α-32P]dCTP, dATP y bromo-dUTP (Sigma). 
Las sondas que llevan BrdU incorporado se emplearon en ensayos de EMSA tal y como se ha descrito 
anteriormente, salvo que la reacción de unión entre los extractos nucleares y la sonda se realizó en 
reacción doble. Tras la electroforesis en gel de poliacrilamida 4% no desnaturalizante, el gel húmedo 
fue expuesto a irradiación UV (500mJ/cm2) utilizando el transiluminador Stratalinker 1800 
(Stratagene). La posición de los complejos formados se determinó mediante autorradiografía durante 2h 
a 4ºC. Las bandas de los complejos de interés (I-IV) se cortaron del gel e hirvieron en presencia de 
tampón de carga 2X para electroforesis (100mM Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS, 10% glicerol  y 0.16 mg/ml 
azul de bromofenol) y los complejos ADN-proteína se separaron directamente desde los trozos del gel 
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 10% con SDS. Las bandas resultantes se visualizaron 
mediante autorradiografía. 
Para este ensayo se utilizaron los siguientes oligonucleótidos (5’ a 3’): 
E2Fmyc-UV  5´-CTAGAGAGGCTTGGCGGGAAAAAAGGCTCAGTG  
E2Fmyb-UV  5´-CTAGAGCAGATTTGGCGGGAGGGGGGAGGCTCAGTG 
UV común  5´-GATCCACTGAGCCT   
 
3.4. ENSAYOS DE INTERFERENCIA POR METILACIÓN 
Este ensayo fue realizado según lo descrito previamente (Campanero et al., 1999). El 
oligonucleótido de doble hebra E2Fmyc silvestre utilizado en los ensayos EMSA (200ng) se marcó con 
32P exclusivamente en el extremo 3´ de la hebra directa o exclusivamente en el extremo 3´ de la hebra 
reversa, utilizando la enzima Klenow. A continuación, el ADN se metiló parcialmente en G y A 
durante 3 minutos con dimetilsulfato (DMS) a una concentración final de 0.05M. Las sondas metiladas 
y marcadas en una sola cadena fueron empleadas en ensayos de EMSA. La reacción de unión ADN-
proteína, se llevó a cabo como se ha descrito previamente para los ensayos EMSA pero aumentando en 
6 veces su escala de reacción y empleando 5-10x106 cpm de sonda. Tras la electroforesis en gel no 
desnaturalizante, las muestras se transfirieron a una membrana DEAE mediante transferencia semi-
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seca, revelándose las bandas obtenidas mediante autorradiografía. Las bandas relevantes se cortaron, los 
complejos ADN-proteína fueron eluidos de las membranas y las proteínas se eliminaron mediante 
extracción con fenol/cloroformo. Posteriormente, el ADN fue digerido a nivel de las bases metiladas 
utilizando 1M Piperidina (Sigma) a 90ºC durante 30min. Las muestras (igual número de cuentas) se 
fraccionaron en un gel de secuenciación al 10% de poliacrilamida con urea, utilizando TBE 1X como 
tampón de electroforesis. Finalmente, los geles fueron posteriormente secados y expuestos para 
autorradiografía. 
3.5. LISIS CELULAR, SDS-PAGE E INMUNOBLOT  
Células NIH3T3: se lisaron en hielo durante 30min en tampón de lisis (50mM Hepes pH 8.0, 150mM 
NaCl, 1% Tritón X-100 como detergente y 1mM DTT), con inhibidores de proteasas y fosfatasas (1mM 
Na3VO4, 5mM NaF, 10μg/ml Leupeptina, 1μg/ml Aprotinina y 1mM PMSF). 
Linfocitos de sangre periférica: se lisaron en hielo durante 30min en tampón de lisis (20mM Hepes pH 
7.9, 1mM EDTA, 400mM NaCl, 25% glicerol, 5mM DTT y 0.1% NP40 como detergente), con 
inhibidores de proteasas y fosfatasas (1mM Na3VO4, 1mM NaF, 1μg/ml Leupeptina, 1μg/ml Aprotinina, 
1μg/ml Pepstatina, 1μg/ml Epibestatina y 1mM PMSF).  
La concentración proteica se determinó con el kit DC protein assay (BIO-RAD) y posterior 
cuantificación en un espectrofotómetro. La misma cantidad de proteína de cada muestra (30-50μg) se 
resolvió en SDS-PAGE. A continuación, las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 
con poro de 0.45μm, las cuales se incubaron posteriormente en solución de bloqueo (TBS1X 
suplementado con 5% de leche en polvo desnatada y 2% de FCS) y se revelaron mediante incubación 
con los anticuerpos primarios adecuados diluidos en TBS1X suplementado con 0.05% de NaN3 y 1% de 
BSA. A continuación se utilizaron los anticuerpos secundarios acoplados a peroxidada, diluidos 
1:14.000 en la solución de bloqueo descrita. Para la detección de quimioluminiscencia se empleó el 
reactivo Western Lightning Chemoluminiscence Reagent  Plus (Perkin-Elmer). 
3.6. ENSAYOS DE ACTIVIDAD LUCIFERASA FIREFLY Y RENILLA Y DE β-GALACTOSIDASA  
 Las células se transfectaron con el plásmido que codifica el gen reportero de luciferasa Firefly 
bajo el control del promotor a estudiar en cada caso, sólo o en combinación con otro plásmido que 
codifica el factor de transcripción que regula la expresión del promotor en estudio y un tercer plásmido 
utilizado para la normalización de la actividad luciferasa Firefly [β-galactosidasa o luciferasa Renilla 
(Promega)]. Los extractos celulares se prepararon en el tampón de lisis adecuado: 
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1) Los ensayos de actividad de luciferasa Firefly y Renila se realizaron 
empleando el kit Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) siguiendo las instrucciones 
de la casa comercial. 
2) Para la medida de la actividad luciferasa Firefly y ß-galactosidasa se utilizó el kit Luciferase 
Assay System (Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La medición de la 
actividad β-galactosidasa se realizó en placas de 96 pocillos de fondo plano, utilizando 100μl de 
tampón Lac Z (60mM Na2PO4H, 40mM NaPO4H2, 10mM KCl, 1mM Mg2SO4) a los que se 
añadieron 20μl de la muestra y 20μl de 2-Nitrofenil-β-D-galactopiranósido (ONPG, Sigma). Las 
mezclas de reacción se incubaron a 37ºC y a continuación la reacción se detuvo con 50μl de 
Na2CO3. La cuantificación se realizó en un lector de ELISA a 420nm. 
En ambos casos, la luminiscencia emitida se cuantificó con un luminómetro. 
 
3.7. NORTHERN BLOT 
El ARN total fue extraído con isotiocianato de guanidinio empleando el kit RNeasy (Qiagen). 
Las muestras se trataron con ADNasa I siguiendo las indicaciones de la casa comercial. El ARN total 
obtenido (10μg), aislado a partir de 5-10x106 células NIH3T3, se separó mediante electroforesis en gel 
desnaturalizante de 1% agarosa-formaldehído y se transfirió durante 16h a una membrana de nylon 
(Zeta-Probe; Bio-Rad) mediante transferencia semi-seca. Tras la exposición a luz UV se determinó la 
calidad del ARN y la eficiencia de la transferencia por tinción con azul de metileno (Müllner y García-
Sanz, 1997).  
La sonda utilizada para revelar la membrana se marcó con [α32P]dCTP  utilizando el kit Prime-
It II random primer labeling kit (Stratagene). La hibridación se llevó a cabo con la solución de 
hibridación Express Hyb (BD Biosciences) durante 2 hs a 68ºC en presencia de 10μg/ml de ADN de 
esperma de salmón fragmentado (Sigma). La membrana se lavó a continuación 3 veces a temperatura 
ambiente con 2xSSC (150mM NaCl, 15mM citrato de sodio pH 7.0) más 0.05% SDS y una vez a 52ºC 
con 0.1x SSC más 0.1% SDS. Finalmente, las bandas presentes se visualizaron mediante 
autorradiografía y se cuantificaron con la ayuda de  un PhosphorImager (Molecular Dynamics) 
La sonda de ciclina G2 murina (0.57 kb) fue generada por transcripción en reverso (RT-PCR) a 
partir de células NIH3T3. La sonda para p27Kip1 fue generada por digestión con EcoRI-HindIII del 
vector EXlox-mp27-FL que codifica la proteína p27Kip1 murina (Polyak et al., 1994). Como control de 
carga, se utilizó una sonda que hibrida con el ARNr 28S humano entre las posiciones 4205 y 4225 (5´-
CGGGAGGTTTCTGTCCTCCC). Los pasos de hibridización y los lavados para esta sonda se realizaron 
siguiendo el protocolo detallado por Müllner y García-Sanz (Müllner y García-Sanz, 1997).  
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3.8. RT-PCR EN TIEMPO REAL O CUANTITATIVA  
 Se realizó la transcripción en reverso (RT) del ARN total extraído, seguida del análisis mediante 
la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (Q-PCR). Para ello, 4μg de ARN total fueron 
transcritos en reverso a partir de cebadores hexaméricos degenerados utilizando la transcriptasa reversa 
Superscript II (Life Technologies), siguiendo las recomendaciones del fabricante. La amplificación por 
Q-PCR se llevó a cabo por triplicado para cada muestra con el aparato ABI PRISM 7700 (Applied 
Biosystems) utilizando el kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). 
 Los oligonucleótidos cebadores utilizados para la amplificación fueron diseñados con el 
programa Primer Express (Applied Biosystems). La especificidad de los mismos se comprobó primero 
en un termociclador convencional (Perkin Elmer). Sus secuencias son las siguientes: 
Ciclina G2 (Nº de acceso a GenBank NM_007635) amplifican un fragmento de ADN de 93 pares de 
bases (bp):  
Cebador directo (nucleótidos 177-192): 5´-CCGGTCCGTGACGCC 
Cebador reverso (nucleótidos 247-270): 5´-AGTTCAACAATCCGAAAAGCTGA  
β-actina (Nº de acceso a GenBank NM_007393) utilizado como gen control. Amplifica un fragmento de 
153 bp 
Cebador directo (nucleótidos 337-357): 5´-GGCACCACACCTTCTACAATG  
Cebador reverso (nucleótidos 468-490): 5´-TGGATGGCTACGTACATGGCTG  
Para ambas parejas de cebadores se utilizaron las mismas condiciones: 
50ºC 2min (1 ciclo inicial) 
95ºC 10min (1 ciclo inicial) 
95ºC 0.15min     
67ºC 1.30min  
95ºC 0.15min (1 ciclo) 
60ºC 0.15min (1 ciclo)  
95ºC 0.15min (1 ciclo) 
La especificidad y ausencia de contaminaciones se verificó tanto con las curvas de 
desnaturalización como mediante electroforesis en geles de 1.5% de agarosa. Los datos fueron 
analizados con el programa Dissociation Curves 1.0f. (Applied Biosystems). La cuantificación de los 
productos se basó en el registro de la fluorescencia del SYBR Green durante la fase exponencial de 
amplificación y la subsiguiente determinación del ciclo de PCR en el cual la señal alcanza un valor 
definido (Ct o cycle threshold). Para cada condición, la cantidad de ADNc de ciclina G2 se normalizó 
(40 ciclos) 
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respecto de la de actina y se estimó como el incremento en el Ct, es decir, las diferencias de Ct entre 
ciclina G2 y actina de acuerdo con la fórmula ΔCt ciclina G2 = Ct ciclina G2 - Ct actina . Los datos así 
estandarizados se utilizaron para calcular diferencias en la expresión de ciclina G2 en células cultivadas 
en distintas condiciones mediante el método del ΔΔCt (Pfaffl, 2001) normalizando los valores de 
inducción de cada condición respecto al de las células en G0 utilizando la fórmula: ΔΔCt ciclina G2 = ΔCt 
ciclina G2 (G0) - ΔCt ciclina G2 (x). En cada experimento se analizaron triplicados de cada una de las muestras.  
3.9. INMUNOPRECIPITACIÓN DE CROMATINA  
Este ensayo fue realizado siguiendo el protocolo descrito por Boyd y col. (Boyd et al., 1998) con 
mínimas modificaciones. Células NIH3T3 detenidas en la fase G2 con etopósido (como se describió 
previamente) y crecidas en placas de 150mm, se fijaron con formaldehído 1% en PBS durante 10min a 
temperatura ambiente y en agitación. Luego se añadió glicina a una concentración final de 0.125M y se 
incubaron 5min más. Para recoger las células, las placas se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con 
Tripsina durante 5 min. La Tripsina se inactivó con PBS suplementado con 20% FCS y las células se 
recogieron con ayuda de un rascador.  
Las células se lavaron con PBS frío más 0.5mM PMSF. Posteriormente se lisaron mediante 
hinchamiento en tampón 5mM PIPES pH 8.0 con 0.5% NP40, 85mM KCl e inhibidores de proteasas 
(100mM AEBSF, 100mM Benzamidina, 1mg/ml Aprotinina, 0.1mg/ml Leupeptina, 0.1mg/ml 
Pepstatina, 5mg/ml TLCK y 5mg/ml TPCK). A continuación, el lisado se pasó por un homogenizador 
20 veces y se centrifugó 10min a 4000 rpm a 4ºC. 
Los núcleos precipitados se lisaron 10min en hielo con 1% SDS en tampón 50mM Tris-HCl pH 8.0, 
10mM EDTA, 0.5mM PMSF y los inhibidores arriba mencionados. La suspensión se sonicó 3 veces 
durante 30 segundos cada vez a la máxima potencia y posteriormente se centrifugó 10min a 14000rpm. 
El sobrenadante, que contiene la cromatina, se conservó a -80ºC en alícuotas de 100μl. 
 Para cada inmunoprecipitación se utilizó una alícuota que se diluyó en tampón de lisis (50mM 
Hepes pH 8.0, 150mM NaCl, 1% Tritón X100 y 1mM DTT), al que se le añadieron los inhibidores 
anteriores, y se preclarificó 2 veces con Estafilococo A. Antes de su uso, las células de Estafilococo A se 
bloquearon con 1μg/μl de ADN de esperma de salmón fragmentado más 1μg/μl BSA durante al menos 
1h a 4ºC. A continuación, la muestra se incubó con 4μg de anti-FoxO3a, con suero normal de conejo 
(como control de inmunoprecipitación) o sin anticuerpo, durante 18h a 4ºC en rotación. Se añadieron 
luego 20 μl de Estafilococo A y se incubó durante 45min adicionales. 
 Antes del primer lavado se separó el sobrenadante de la reacción que no contenía anticuerpo 
primario (Input). Los inmunocomplejos se lavaron 2 veces con tampón 20mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1% 
Tritón X100, 2mM EDTA y 150mM NaCl; 2 veces con tampón 20mM Tris-HCl pH 8.0, 1% Tritón 
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X100, 2mM EDTA y 150mM NaCl; 4 veces con tampón 20mM Tris-HCl pH 8.0, 1% Tritón X100, 2mM 
EDTA y 500mM NaCl; y 1 vez con tampón TE (10mM Tris pH 7.5, 1mM EDTA). 
 Para separar los complejos cromatina-anticuerpo del Estafilococo A, las muestras se incubaron 
en agitación fuerte 2 veces consecutivas con tampón 50mM de NaHCO3 más 1% SDS durante 15min y 
se centrifugaron 5min a 14000rpm. Los sobrenadantes se trataron con ARNasa y 5M NaCl a 65ºC 
durante 18h para eliminar el ARN presente en las muestras y romper las interacciones proteína-
cromatina. La suspensión obtenida se precipitó con etanol y se trató con Proteinasa K (0.5μg/ml) para 
eliminar las proteínas. Finalmente se purificó el ADN mediante extracción con fenol/cloroformo y se 
precipitó con acetato de sodio/etanol. El ADN precipitado se resuspendió en agua y se utilizó para las 
reacciones de PCR. Los oligonucleótidos utilizados (5´-3´) para cada uno de los promotores analizados 
fueron los siguientes: 
Ciclina G2:  5´-ATTCATGAAGGCTCTAAGTTA  y  5´-GTTATTAAGCTGACACCTCTC 
Ciclina D3:  5´-GCCCTCTGTCTTCAAAGTG  y  5´-TAAGGTCACTGTCTGCTTC 
 
4. INMUOFLUORESCENCIAS 
Inmunotinción de FoxO3a: las células se crecieron en placas de 6 pocillos sobre cubreobjetos tratados 
con poli-L-lisina y L-laminina y se mantuvieron en crecimiento exponencial hasta alcanzar el 60-70% 
de confluencia. A continuación se retiró el suero durante 18h (G0) o se retiró el suero y luego se 
estimularon 1h con 10% de FCS (G1). Las células se fijaron 1h a temperatura ambiente con 3 partes de 
100mM lisina-HCl, 50mM NaH2PO4.H2O, 10mM Na-m-periodato pH 7.4 y 1 parte de 
paraformaldehido 8% clarificado con NaOH. 
Las células fijadas se lavaron 3 veces con PBS y se bloquearon 20min con suero de conejo 1.5% 
en TBS-saponina (25mM Tris, 0.9% NaCl, 0.02% saponina) y se bloquearon con 5% de leche desnatada 
en TBS-saponina a 37ºC. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo anti-FoxO3a a una dilución 
1:50 en TBS-saponina con leche desnatada al 5% y Azida sódica al 0.05%, durante 18h a 4ºC en una 
cámara húmeda. Se lavaron 4 veces durante 15min con TBS-saponina con leche desnatada al 5% y 
azida sódica al 0.05% y una vez con TBS-saponina. A continuación, las células se incubaron 1h en la 
oscuridad con el anticuerpo secundario apropiado unido al fluorocromo Cy3. Luego se lavaron 3 veces 
con TBS-saponina y 1 vez con TBS. Por último se montaron sobre portaobjetos, se sellaron y se 
visualizaron con un microscopio de fluorescencia. 
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5. ANTICUERPOS Y REACTIVOS 
 
Además de los reactivos mencionados a lo largo de este apartado, se utilizaron los siguientes: 
 
Reactivo Concentración Fuente 
PDGF (platelet-derived growth factor) 15ng/ml Upstate Biotec. 
IGF-1 (insulin like growth factor 1) 20ng/ml Pharmacia 
PA (egg yolk phosphatidic acid) 100μM Sigma 
LPA (1- oleoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-
phosphate sodium salt lysophosphatidic acid) 
10ng/ml Avanti 
LY294002 10μM Calbiochem 
PD98059 2μM Calbiochem 
SDF-1 (stromal cell derived factor-1) 50ng/ml Peprotech EC 
IL-4 (interleukin-4) 0.2 ng/ml Peprotech EC 
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La tabla 2 recoge los anticuerpos utilizados en los diferentes experimentos: 
 
Antígeno Origen Fuente 
hemaglutinina (HA) monoclonal de ratón Babco 
α-tubulina DM1A monoclonal de ratón Calbiochem 
p27Kip1 monoclonal de ratón Pharmingen 
FoxO3a (FKHRL) policlonal de conejo Upstate Biotechnology 
ciclina D3 policlonal de conejo Transduction Laboratories 
Fosfo-PKB (Ser473) policlonal de conejo Cell Signaling 
PKB policlonal de oveja Upstate Biotechnology 
Fosfo-ERK (9101)  policlonal de conejo Cell Signaling 
ERK (9102) policlonal de conejo Cell Signaling 
p130 (sc-317X) policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology 
p107 (sc-318X) policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology 
pRB (sc-50X) policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology 
E2F1 (sc-193x) policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology 
E2F2 (sc-632x) policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology 
E2F3 (sc-879x)  policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology 
E2F4 (sc-512x)  policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology 
E2F5 (sc-1699x) policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology 
E2F6 (sc-22825x) policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology 
E2F7A (BCN4774) policlonal de conejo AntibodyBcn (España) 
E2F7B (BCN4775) policlonal de conejo AntibodyBcn (España) 
E2F7A y E2FB (BCN4776) policlonal de conejo AntibodyBcn (España) 
DP1 A33 policlonal de conejo (Campanero et al., 1999) 
c-Myc (Mab) 9E10 monoclonal de ratón Santa Cruz Biotechnology 
Maz (M05) policlonal de conejo Abnova 
STAT3 (sc-482x) policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology 
STAT5 (sc-835x) policlonal de conejo Santa Cruz Biotechnology 
NFAT 1, 2, 3 y 4 (Anti-allNFAT) policlonal de conejo (Iniguez et al., 2000) 
suero preinmune PI A33 policlonal de conejo (Campanero et al., 1999) 
Conejo-HRP A1949 policlonal de cabra Sigma 
Ratón-HRP A2304 policlonal de cabra Sigma  





















































I. CICLINA G2 
 
1. CAMBIOS EN LA EXPRESIÓN DE CICLINA G2 A LO LARGO DEL CICLO CELULAR 
Se ha descrito previamente que los niveles del ARNm de ciclina G2 varían a lo largo del ciclo 
celular en linfocitos, exhibiendo valores máximos de expresión en la fase S/G2 (Horne et al., 1996; 
1997). En esta tesis nos propusimos estudiar los mecanismos implicados en la regulación de la expresión 
de esta ciclina  a lo largo del ciclo celular. Para ello comprobamos, en primer lugar, si la expresión del 
gen Ccng2 también se regula a lo largo del ciclo celular en otros tipos celulares, en concreto, en la línea 
celular de fibroblastos murinos NIH3T3. Para ello, las células se detuvieron en la fase G0 mediante dos 
procedimientos alternativos (crecimiento hasta confluencia o privación de suero, véase Materiales y 
Métodos) y posteriormente se indujo su salida de quiescencia de forma sincronizada durante diferentes 
tiempos.  
 
1.1. Diferenciación de las fases G0 y G1 del ciclo celular 
Debido a que las fases G0 y G1 son indistinguibles mediante análisis del contenido de ADN, 
para discriminar entre ellas examinamos diferentes parámetros. Por un lado estudiamos la activación 
de PKB mediante fosforilación, la cual es inducida rápidamente cuando las células entran en la fase G1 
del ciclo (Alvarez et al., 2001). Tanto en las células sincronizadas por crecimiento hasta confluencia, 
como en aquellas privadas de suero, PKB se encontraba defosforilado, pero esta modificación aumentó 
rápidamente tras el estímulo inductor de la salida de quiescencia (Fig 1A y B). 
Asimismo, examinamos los niveles de ciclina D3, una proteína cuya expresión aumenta 
gradualmente en G1 (Sherr, 1995). Observamos que los niveles de la misma eran casi indetectables en 
células quiescentes y a una hora después del estímulo inductor, y que alcanzaron niveles máximos tras 
14-18h de proliferación (Fig 1A), coincidiendo con la fase G1 y la transición G1/S según análisis por 
citometría de flujo (Fig 1A).  
Por otro lado, determinamos los niveles de la proteína p130, los cuales son altos en células 
quiescentes y disminuyen a medida que las células progresan a través de la fase G1 (Smith E. J. et al., 
1996). Como se puede apreciar, los niveles de p130 no disminuyeron de forma evidente hasta las 10-14 
horas de estimulación en células sincronizadas por crecimiento hasta confluencia (Fig. 1A), mientras 
que apenas se observan cambios en células sincronizadas por deprivación de suero a los tiempos 
estudiados (Fig. 1B). 
Otro método empleado para discriminar entre células en fase G0 y G1 del ciclo consiste en 
examinar la localización intracelular de los factores de transcripción FoxO. Como hemos mencionado 




quiescente (G0) pero, una vez que son estimuladas con mitógenos, PKB fosforila a los factores FoxO, lo 
cual induce su salida del núcleo e inactivación (Brunet et al., 1999; Biggs et al., 1999; Rena et al., 1999; 
Kops et al., 2002). Como se observa en la figura 1C, las células carentes de suero presentaban una 
localización nuclear de los factores FoxO, mientras que las células inducidas con suero, presentaron 
una localización citoplasmátca de los mismos.  
 
Figura 1. Tanto el crecimiento hasta confluencia 
como la deprivación de suero detienen las 
células NIH3T3 en G0. (A-B) Análisis mediante 
Inmunotblot de la expresión de ciclina D3 
(cicl.D3), p130 (p130), fosfo Ser473-PKB (p-
PKB) o PKB (PKB) en extractos de células 
NIH3T3 sincronizadas.  (A) Células NIH3T3 se 
detuvieron en G0 mediante crecimiento hasta 
confluencia durante 48h, se liberaron 
posteriormente mediante siembra a baja 
densidad en presencia de suero al 10% y se 
cultivaron durante los tiempos indicados. (B) 
Células NIH3T3 se cultivaron en ausencia de 
suero durante 18-20h (tiempo 0) o bien, en 
ausencia de suero y luego se incubaron en 
medio con suero durante diferentes tiempos 
(indicados en minutos), o bien se detuvieron en 
fase G2 mediante cultivo en presencia de 
etopósido 5μM durante 23h o en fase M 
mediante el cultivo en presencia de colcemida 
100ng/ml 23h. (C) Inmunofluorescencia 
representativa con anticuerpo anti-FoxO3a de 
células NIH3T3 privadas de suero durante 18h y 
estimuladas (+ suero) o no (- suero) durante 1h. 
Todos estos datos confirman que tanto las células detenidas por confluencia como aquellas privadas de 
suero se encontraban en la fase G0 de ciclo celular.  
1.2. Los niveles de expresión del ARNm de ciclina G2 varían a lo largo del ciclo celular en fibroblastos 
NIH3T3 
En un primer abordaje, se detuvieron las células NIH-3T3 en la fase G0 mediante crecimiento 
hasta confluencia y posteriormente se indujo su salida de quiescencia de forma sincronizada mediante 
siembra a baja densidad en presencia de suero durante diferentes tiempos. La figura 2A muestra los 
perfiles del ciclo celular a 0, 18 y 23h tras la liberación, cuando una proporción significativa de células 
se encontraba en fase G0/G1 (0h), S (18h) o G2/M (23h). El análisis mediante Northern Blot mostró 
niveles elevados de ARNm de ciclina G2 antes de la liberación de las células (G0, 0h), que 
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disminuyeron al salir las células de quiescencia (fase G1) y aumentaron nuevamente tras 18-20h de 
cultivo a baja densidad celular, coincidiendo con la fase S tardía y G2/M) (Fig. 2B).  
Para confirmar estos resultados y para determinar si el aumento de los niveles de ARNm de 
ciclina G2 observados en G2/M ocurría específicamente en la fase G2 o en la M, utilizamos como 
segunda aproximación el estudio de cultivos enriquecidos en distintas fases del ciclo celular. Para 
detener las células en G0, éstas se cultivaron en un medio carente de suero, tras lo cual el 90% de las 
células se encontraba en fase G0/G1 según el análisis mediante citometría de flujo (Fig. 2C). Las células 
en fase G1 se obtuvieron a partir de células detenidas en G0, mediante cultivo en presencia de suero 
durante distintos períodos de tiempo (45, 90, 135 y 180 minutos). Para enriquecer los cultivos en 
células en fase G2, éstos se trataron con etopósido, un inhibidor de la topoisomerasa II que detiene el 
ciclo celular en dicha fase mediante inhibición de los complejos CDK1/ciclina B (Lock y Ross, 1990). 
Para enriquecer los cultivos en células en la fase M, éstos se trataron con colcemida, una droga 
despolarizante de microtúbulos que impide la formación del huso mitótico y, por tanto, detiene las 
células en metafase. El análisis en paralelo de estas muestras puso una vez más de manifiesto que la 
expresión del ARNm de ciclina G2 es alta en células detenidas en G0, disminuyendo de manera 
significativa tras 45-90 minutos de la adición de suero al medio de cultivo (fase G1) y presentando 
también niveles elevados en células detenidas en G2, y niveles intermedios en la fase M (Fig. 2D). 
Por todo ello podemos concluir que la expresión del ARNm de ciclina G2 varía a lo largo del ciclo 
celular en fibroblastos NIH3T3, presentando niveles elevados en las fases G0 y G2 del ciclo y una 




Figura 2. Los niveles de ARNm de ciclina G2 varían a lo largo del ciclo celular. (A-B) Células NIH3T3 se 
detuvieron en G0 mediante crecimiento hasta confluencia durante 48h. Se liberaron posteriormente mediante 
siembra a baja densidad en presencia de suero al 10% y se cultivaron durante los tiempos indicados. (C-D) Células 




incubaron en medio con suero durante diferentes tiempos (indicados en minutos), o bien se detuvieron en fase 
G2 mediante cultivo en presencia de etopósido 5μM durante 23h o en fase M mediante el cultivo en presencia de 
colcemida 100ng/ml 23h. (A y C) Perfiles de ciclo celular representativos de células a 0, 18 y 23h tras ser 
liberadas de quiescencia (A) o de células enriquecidas en fases G0, G2 y M (C), mostrando el porcentaje de células 
en G0/G1, S y G2/M. (B y D) Análisis mediante Northern Blot de la expresión de ciclina G2. ARN total (10μg) 
extraído de células NIH3T3 se incubó en presencia de sondas que hibridan específicamente con ciclina G2 o con 
ARNr 28S (control de carga). Debajo de cada carril se indica el porcentaje de células en fases S y G2/M. La figura 
ilustra un experimento representativo de 3 con resultado similar.  
 
2. ESTUDIO DE LAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN QUE REGULAN LA EXPRESIÓN DE CICLINA G2 
2.1. PDGF e IGF, pero no LPA o PA, inducen la disminución de los niveles de ARNm de ciclina G2 
Para elucidar cuáles son las señales involucradas en la disminución de los niveles de ARNm de 
ciclina G2 durante la salida de quiescencia, células NIH3T3 detenidas en G0 mediante privación de 
suero se incubaron en presencia de suero de ternera fetal (FCS), o bien en presencia de ácido liso-
fosfatídico (LPA), uno de los componentes más abundantes del suero (Ridley et al., 1992), o ácido 
fosfatídico (PA), otra molécula mitogénica del suero (Fang et al., 2001). El suero indujo una 
disminución drástica de los niveles de ARNm de ciclina G2 como se describió previamente mientras 
que, por el contrario, ni LPA ni PA mediaron efecto alguno (Fig. 3A).  
El suero contiene además factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento derivado 
de plaquetas (PDGF) o el factor de crecimiento similar a insulina (IGF1). La incubación de las células 
detenidas en G0 en un medio conteniendo cualquiera de estos factores indujo una disminución de los 





Figura 3. PDGF e IGF, pero no LPA o PA, inducen disminución de los niveles de ARNm de ciclina G2. Análisis 
mediante Northern Blot de la expresión de ciclina G2 en ARN total extraído de células NIH3T3 incubadas con 
diferentes estímulos e hibridado con sondas para ciclina G2 y para ARNr 28S (control de carga). Las células se 
detuvieron en G0 mediante cultivo en ausencia de suero durante 18-20h y a continuación se estimularon durante 
3h con 10% FCS, 10ng/ml LPA o 100μM PA (A) o bien con 10% FCS, 15ng/ml PDGF o 20ng/ml IGF (B). La 






2.2. La vía de señalización de PI3K induce disminución de los niveles de ARNm de ciclina G2  
Para determinar cuál de las vías de señalización activadas por PDGF o IGF1 estaba involucrada 
en la regulación de la expresión de ciclina G2, se utilizaron drogas inhibitorias de las dos rutas de 
señalización principales activadas por dichos factores de crecimiento: la vía de PI3K y la ruta de 
MEK1/2 / ERK1/2. Como se observa en la figura 4A, la inhibición de la vía de MEK1/2 / ERK1/2 con el 
inhibidor PD98059 no impidió la disminución de los niveles de ciclina G2 inducida por el suero, a 
pesar de que este inhibidor era activo (Fig. 4B). Por el contrario, la incubación con LY294002, un 
inhibidor específico de PI3K, evitó dicha disminución (Fig. 4A).  
A continuación, y para confirmar estos resultados, se intentó mimetizar la activación de la ruta 
de PI3K en ausencia de suero. Para ello se transfectaron células NIH3T3 con una forma recombinante 
de la subunidad catalítica p110α llamada p110-CAAX (Jimenez et al., 1998; Jimenez et al., 2000). p110-
CAAX presenta el dominio CAAX de Ras, un sitio de farnesilación que permite su anclaje a la 
membrana de manera constitutiva y, por tanto, confiere al enzima una actividad constitutiva e 
independiente de estímulo (Klippel et al., 1996). Como se observa en la figura 4A, la expresión de 
p110-CAAX en células detenidas en G0 resultó en una disminución moderada de los niveles de ARNm 
de ciclina G2, aunque no fue tan efectiva como la inducida por suero, PDGF o IGF, quizás debido a que 
la eficiencia de transfección en estas células fuera de alrededor del 50-60%. Alternativamente, estos 
resultados podrían sugerir que la activación de la vía de PI3K es necesaria pero no suficiente para 
inducir la disminución de los niveles de ARNm de ciclina G2 observada en G1.  
La implicación de la ruta de PI3K en la regulación de la expresión de ciclina G2, así como la 
falta de efecto de LPA y PA sobre dicha regulación se confirmó mediante PCR cuantitativa 
observándose resultados similares a los obtenidos mediante Nothern Blot (Fig. 4C). 
 
En resumen, algunos mitógenos del suero tales como PDGF o IGF1, pero no PA o LPA, inducen la 












Figura 4. La regulación negativa de los niveles de 
ARNm de ciclina G2 en la fase G1 del ciclo celular 
requiere la activación de PI3K. (A) Análisis 
mediante Northern Blot de la expresión de ciclina 
G2 en ARN total extraído de células NIH3T3 
incubadas con diferentes estímulos e hibridado con 
sondas para ciclina G2 y para ARNr 28S (control de 
carga). Las células se detuvieron en G0 mediante 
cultivo en ausencia de suero durante 18-20h, se 
preincubaron 1 hora con 10μM LY294002 (LY) o 
con 2μM PD98059 (PD) y posteriormente se 
estimularon 3h con FCS 10%. Para la expresión 
transitoria de p110-CAAX las células transfectadas 
con un vector que codifica p110-CAAX o un ADNc 
control se cultivaron 8h en medio completo, para 
permitir la expresión del gen, y luego durante 18h 
en medio carente de FCS (G0) previo al análisis. (B) 
Análisis mediante Inmunoblot de la inhibición 
mediada por PD98059 de la fosforilación de las 
proteínas ERK1 y ERK2, utilizando alícuotas de las 
muestras  PD y Suero (control negativo) empleadas 
en el panel (A) y anticuerpos anti-fosfo-ERK1/2 y 
anti-ERK1/2 (control de carga). (C) Análisis de la 
expresión de Ccng2 mediante PCR cuantitativa. 
Los ADNc se obtuvieron a partir de células tratadas 
como se indica en el panel (A) de esta figura y en la 
figura 3. Para cada condición se muestra la cantidad 
de ADNc de ciclina G2 respecto de la de actina. La 
expresión relativa bajo las diferentes condiciones se 
comparó con la de G0. En esta figura se muestra la 
media + la desviación estándar de 3 experimentos. 
 
3. IMPLICACIÓN DE LOS FACTORES FOXO EN LA REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE 
CICLINA G2 
3.1. FoxO3a activa la expresión del ARNm de ciclina G2  
Para analizar los mecanismos por los que la activación de la vía de PI3K induce la reducción de 
los niveles de ARNm de ciclina G2, consideramos el hecho de que la ruta PI3K/PKB regula 
negativamente la actividad de los factores de transcripción de la familia FoxO (Biggs et al., 1999; del 
Peso et al., 1999; Kops et al., 1999; Burgering y Kops, 2002). Debido a que los perfiles de expresión del 
ARNm de ciclina G2 (Fig. 2B y 2D) se correlacionan con la actividad de los factores FoxO a lo largo del 
ciclo celular, la cual es alta en las fases G0 y G2 del ciclo (Alvarez et al., 2001), postulamos que los 
factores de transcripción FoxO podrían regular la expresión de ciclina G2.  
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Para confirmar esta hipótesis, células NIH3T3 fueron transfectadas con las formas silvestres de 
FoxO4 (FoxO4-silv) o de FoxO3a (FoxO3a-silv), o con las versiones constitutivamente activas de ambos 
(FoxO4-A3 o FoxO3a-A3) respectivamente (Kops et al., 1999; Brunet et al., 1999). Las formas A3 se 
comportan como constitutivamente activas ya que presentan los 3 residuos fosforilables por PKB 
mutados a Alanina, por lo que se localizan en el núcleo de forma permanente e independiente de la 
actividad de PKB (Brunet et al., 1999). En primer lugar, comprobamos el perfil de expresión de los 
diferentes mutantes mediante Inmunoblot (Fig. 5A). Debido a que los factores FoxO inducen en G0 la 
transcripción de p27Kip1 (Medema et al., 2000), entre otros genes, analizamos la actividad 
transcripcional de las cuatro construcciones empleadas examinando la expresión del ARNm de p27Kip1. 
Como se observa en la figura 5B, la expresión del ARNm de p27Kip1 es alta en G0 y disminuye tras la 
adición de suero (control). Sin embargo, FoxO4-A3 y, sobre todo, FoxO3a-A3 indujeron el incremento 
de p27Kip1 en la fase G1 del ciclo celular. A continuación analizamos los niveles del ARNm de ciclina 
G2: FoxO4-silv, FoxO4-A3 y FoxO3a-silv indujeron un incremento moderado de los mismos, mientras 
que FoxO3a-A3 potenció significativamente la expresión de ciclina G2, a pesar de la presencia de suero 





Figura 5. La activación de los factores FoxO induce la expresión del ARNm de ciclina G2. Células NIH3T3 se 
transfectaron con ADNc control (Control) o bien con ADNc que codifica HA-FoxO3a-silv (FoxO3a-silv) o su 
forma activa (FoxO3a-A3) o HA-FoxO4-silv (FoxO4-silv) o su forma activa (FoxO4-A3). (A) Análisis mediante 
Inmunoblot de la expresión de FoxO3a-silv, FoxO3a-A3, FoxO4-silv o FoxO4-A3 en las muestras estudiadas en el 
panel (B), utilizando anticuerpo anti-HA o anti α-tubulina (control de carga). (B) Las células transfectadas se 
cultivaron 8h en medio completo, para permitir la expresión de los ADNc transfectados y luego en medio carente 
de FCS durante 18h. Posteriormente fueron examinadas en G0 (solo el control) o bien estimuladas con 10% FCS 
durante 3h previo al análisis (+Suero). El ARN total extraido de las distintas células fue analizado mediante 







Para confirmar estos datos, estudiamos si la disrupción de la acción endógena de los factores 
FoxO afecta la expresión del ARNm de ciclina G2. Para ello se utilizó un mutante del factor de 
transcripción FoxO4 (ΔDBAFX) que tiene una deleción del dominio de unión al ADN y que actúa 
como un dominante negativo (Kops et al., 1999; Alvarez et al., 2001). Dicho mutante fue transfectado 
en células NIH3T3. Tras 8h de expresión, las células se detuvieron en G0 y se examinaron los niveles 
de expresión del ARNm de ciclina G2. Como se observa en la figura 6B, la inhibición de la acción 
endógena de los factores FoxO mediante expresión de ΔDBAFX en G0, redujo significativamente los 
niveles del ARNm de ciclina G2 en esta fase del ciclo. En la figura 6A pueden observarse los niveles de 
expresión de ΔDBAFX.  
De estos datos podemos concluir que los factores FoxO, principalmente FoxO3a, inducen la expresión 





Figura 6. Un mutante que interfiere con la actividad de los factores FoxO regula negativamente la expresión del 
ARNm de ciclina G2 en G0. Células NIH3T3 se transfectaron con un vector control o con un vector de expresión 
de HA-ΔDBAFX (ΔDBAFX). (A) La expresión de ΔDBAFX en alícuotas obtenidas de las muestras ensayadas en el 
panel (B) fue analizada mediante Inmunoblot utilizando un anticuerpo anti-HA. La expresión de tubulina fue 
analizada como control de carga. (B) Las células transfectadas se incubaron 8h en medio con suero para permitir 
la expresión del gen y 18h más en ausencia de suero (G0). Células control no transfectadas fueron cultivadas en 
ausencia de suero (18h) y luego incubadas con suero (3h) o preincubadas con LY294002 (1h) previo al 
tratamiento con suero. El ARN total fue examinado mediante Northern Blot con sondas para ciclina G2 y ARNr 
28S (control de carga). Se muestra un experimento representativo de 3 realizados con resultado similar.  
 
 
3.2. FoxO3a se une al promotor de Ccng2  
Una vez observado que los factores FoxO regulan la expresión de ciclina G2, nos planteamos la 
posibilidad de que esta regulación tuviera lugar a través de la unión directa de los factores FoxO al 
promotor de dicho gen. El análisis del promotor de Ccng2 murino (Jensen et al., 1999) reveló la 
presencia de varios motivos similares a los sitios consenso de unión de los factores FoxO (Brunet et al., 







Figura 7. Región del promotor de Ccng2 murino que contiene los motivos consenso para factores  FoxO. Se 
observan los siguientes sitios consenso para factores FoxO: 5´-RYAAACAWW, sitio consenso de FKH1; 5´-
WRARYMAATA, sitio consenso de FKH de Xenopus; 5´-AAAACAAACT, elemento de respuesta a FKH del 
promotor de IGFBP1 (R=A/G, Y=T/C, W= A/T, M=A/C, K=T/G). Los puntos negros indican la existencia de 
nucleótidos que no coinciden con los sitios consenso. Los números indican la posición en el promotor relativa al 
sitio de iniciación de la transcripción que está situado en la posición 2369 del gen de Cncg2 murino (AF079877).  
 
Para examinar si los factores FoxO se unen a estos sitios consenso en el promotor de Ccng2 se 
utilizó en primer lugar el ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA). Para ello se 
generaron un oligonucleótido de doble hebra que comprendía la zona del promotor de Ccng2 que 
posee los motivos FoxO [al que llamamos FoxO-Ccng2 (bp -1296 a -1266)] y otro que contiene motivos 
FoxO consenso previamente descritos (FoxO-cons.) (Zhang et al., 2002). En primer lugar probamos si 
las proteínas nucleares extraídas de extractos control de la línea celular de linfoma de Burkit DG75 se 
unen a estos grupos de motivos FoxO en el promotor de Ccng2. Observamos que la sonda FoxO-Ccng2 
era capaz de formar complejos con proteínas de dichos extractos (Fig. 8A). Estos complejos fueron 
desplazados por un exceso tanto del oligonucleótido frío FoxO-Ccng2 como del oligonucleótido FoxO-
consenso (Fig. 8A). Este experimento se repitió utilizando como sonda el oligonucleótido que presenta 
los motivos consenso de FoxO sin competir o compitiendo bien con un exceso del mismo o con el 
oligonucleótido FoxO-Ccng2, observándose resultados similares (Fig. 8B). A continuación, extractos 
nucleares de células NIH3T3 en diferentes fases del ciclo celular se ensayaron con la sonda FoxO-
Ccng2, observándose un incremento en la formación de complejos en los extractos en fases G0 y G2 del 
ciclo celular, en comparación con los extractos en fase G1 (Fig. 8C, carriles 1-3). La formación de 
dichos complejos fue eficientemente disociada en extractos en fase G2 mediante un exceso tanto del 
oligonucleótido frío FoxO-Ccng2 como del oligonucleótido FoxO-consenso (Fig. 8C, carriles 4 y 5). 
Más aún, el anticuerpo anti-FoxO3a, pero no un anticuerpo control anti-DP1, fue capaz de producir un 
cambio adicional en la movilidad de estos complejos (supershift) (Fig. 8C, carriles 6-8). 
A continuación se examinó si esta asociación de FoxO3a con el promotor de Ccng2 también 




células detenidas en fase G2 del ciclo celular. La inmunoprecipitación de cromatina mediante el uso del 
anticuerpo anti FoxO3a y posterior análisis mediante PCR de los fragmentos de ADN asociados 
evidenció la unión de FoxO3a a la región del promotor endógeno de Ccng2 que contiene los motivos 
FoxO (Cicl.G2p, ilustrados en la figura 7). Como control negativo, se ensayó en paralelo el promotor de 
ciclina D3 (Cicl.D3p), observándose que FoxO3a no se asocia a este promotor (Fig. 8D).  
En conclusión, los datos presentados apoyan un modelo en el cual los factores FoxO regulan la 




Figura 8. Los factores FoxO se unen al promotor de ciclina G2. (A-B) Los ensayos de cambio de movilidad 
electroforética se realizaron utilizando extractos nucleares de células DG75 y sondas que presentan los sitios de 
unión a FoxO del promotor de Ccng2 (FoxO-Ccng2) (A) o una sonda con sitios consenso para FoxO (FoxO-cons.) 
descrita previamente (B). Las mezclas de reacción se incubaron en ausencia (Ninguno) o en presencia de un 
exceso de 100 veces de un oligonucleótido competidor no marcado (indicado como Oligo). (C) Células NIH3T3 
fueron detenidas en las fases G0, G1 o G2 del ciclo celular como se describe en la fig. 1B. Los complejos formados 
por incubación de los correspondientes extractos nucleares con la sonda FoxO-Ccng2 fueron analizados (carriles 
1-3). Extractos preparados a partir de células detenidas en G2 fueron incubados durante 20 minutos, antes de la 
adición de la sonda, con un exceso de 100 veces del oligonucleótido competidor frío (Oligo, carriles 4 y 5), sin 
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competidor (Ninguno, carril 6), con anticuerpo anti-FOXO3a (carril 7) o con un anticuerpo control (anti-DP1, 
carril 8). Se indica la posición de los complejos que contienen FoxO (línea) y el cambio de posición de los mismos 
por la unión del anticuerpo (punta de flecha). Se muestra aquí un experimento representativo. (D) Suspensiones 
de cromatina de células NIH3T3 detenidas en G2 fueron incubadas con suero normal de ratón (control de 
inmunoprecipitación [IP]) o con anticuerpo anti-FOXO3a. El ADN fue eluído de los inmunoprecipitados y 
analizado mediante PCR utilizando oligonucleótidos que flanquean la región del promotor de Ccng2 descrita en 
la leyenda de la fig. 7 o una región del promotor de ciclina D3 como control. Los extractos de cromatina total 
fueron examinados mediante PCR como control positivo (Input). 
 
3.3. El promotor de Ccng2 es transactivado por FoxO3a 
Para evaluar si la unión de los factores FoxO a su elemento en el promotor de Ccng2 era 
funcional, la región del promotor que contiene los motivos FoxO (Fig. 7) fue insertada delante del 
promotor basal que controla la expresión del ADNc de la Luciferasa en el vector reportero pGL3-
promoter. La cotransfección de esta construcción con FoxO4-A3 o FoxO3a-A3 (sobre todo con este 
último), pero no con ΔDBAFX, indujo expresión del gen reportero en células en crecimiento 
exponencial (Fig. 9) dentro del rango previamente descrito para promotores controlados por FoxO 
(Alvarez et al., 2001; Brunet et al., 1999; Medema et al., 2000). Como controles, se puede observar que 
FoxO3a también transactiva al promotor de FasL, como estaba previamente descrito (Brunet et al., 
1999; Alvarez et al., 2001), pero no al promotor de C-MYC (Takeshita et al., 1997; Alvarez et al., 2001) 
(Fig. 9).  
Estos datos sugieren que los factores FoxO regulan la expresión de ciclina G2 mediante unión a su 
promotor.  
 
Figura 9. Los factores FoxO transactivan el promotor de 
Ccng2. Células NIH3T3 se transfectaron con los plásmidos 
reporteros de luciferasa indicados junto con plásmidos 
codificadores para HA-FoxO3a-A3 (FoxO3a A3), HA-
FoxO4-A3 (FoxO4 A3) o HA-ΔDBAFX (ΔDBAFX). La 
actividad luciferasa fue medida en unidades de luz. La señal 
de fondo, medida en células cotransfectadas con un 
plásmido de luciferasa y un plásmido control vacíos fue 
restada a cada nuestra. El eje de las ordenadas representa 
las veces de inducción de la actividad luciferasa obtenida 
con cada plásmido reportero cotransfectado con HA-
FoxO3a-A3 o HA-FoxO4-A3 relativo a la actividad 
luciferasa del plásmido reportero cotransfectado con FoxO 
inactivo (HA-ΔDBAFX). En esta figura se muestra la media 
+ la desviación estándar de 3 experimentos independientes. 
Mycp, promotor de C-MYC, FasLp, promotor del ligando 






II. C-MYC  
1. DESCUBRIMIENTO DE UN FACTOR QUE SE UNE AL PROMOTOR DEL GEN C-MYC 
1.1. El elemento E2F del promotor de C-MYC une un factor que no interacciona con el elemento E2F 
de otros promotores   
 En un estudio previo empleando ensayos EMSA en el que se comparaba la unión de factores 
nucleares al elemento E2F de varios promotores, incluido el de C-MYC, se observó la aparición de 4 
complejos retardados que se denominaron complejos I, II, III y IV (Campanero et al., 1999). Al utilizar 
como sonda el oligonucleótido que contenía el sitio de unión de E2F del promotor de C-MYC 
(E2Fmyc), la banda correspondiente al complejo III aparecía mucho más intensa que con el resto de las 
sondas empleadas (Campanero et al., 1999). Como se ha mencionado previamente, C-MYC es un gen 
activado en la transición G0/G1 del ciclo celular (Kelly et al., 1983), mucho antes de que los factores 
E2F se liberen del efecto represor de los miembros de la familia RB. Basándonos en estos hechos, 
estudiamos la posibilidad de que el elemento E2F del promotor de C-MYC uniera algún factor 
diferente de los unidos por otros promotores con sitio E2F, cuya movilidad coincidiera con el complejo 
III y que permitiera el escape de este promotor del efecto represor de los complejos E2F/familia RB. 
Para investigar esta hipótesis, se realizaron ensayos EMSA empleando extractos nucleares de células 
X50-7, una línea celular linfoblastoide humana no transformada, y oligonucleótidos marcados 
radiactivamente que presentan la secuencia del sitio E2F del promotor de C-MYC (sonda E2Fmyc) o 
del sitio E2F distal del promotor de E2F1 (sonda E2Fe2f1-d). Bajo las condiciones ensayadas, se 
detectaron los cuatro complejos proteicos referidos anteriormente (I-IV) con cada una de estas dos 
sondas (Fig. 10C, carril 1). Se valoró la especificidad de las interacciones proteína/ADN de dichos 
complejos mediante ensayos de competición con un exceso de oligonucleótidos fríos. Las figuras 10A y 
10B muestran respectivamente una representación esquemática de varios promotores con elementos 
E2F, así como la secuencia de dichos elementos, que fueron empleadas en nuestros ensayos como 
oligonucleótidos competidores. Observamos que, al utilizar la sonda E2Fmyc, los complejos I, II y IV 
eran competidos por cada uno de los elementos E2F ensayados, excepto por el elemento E2F mutado 
del promotor de DHFR (E2Fdhfr-mut) que es incapaz de asociar proteínas de la familia E2F (Fig. 10C, 
carriles 2-8). Sin embargo, mientras que el complejo III fue eficientemente competido por un exceso 
del propio oligonucleótido frío (E2Fmyc) (Fig. 10C, carril 6), apenas fue competido por los elementos 
E2F silvestres de los promotores de DHFR, C-MYB y CDC2 o por ambos elementos E2F (distal y 
proximal) del promotor de E2F1 (Fig. 10C, carriles 2, 4, 5, 7 y 8).  
 Al emplear como sonda el sitio E2F distal del promotor de E2F1 (sonda E2Fe2f1-d), utilizada 
como control de la unión de los factores E2F, también se detectaron los complejos I-IV ya mencionados 
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(Fig. 10D, carril 1). Sin embargo, en este caso se observó que la formación de dichos complejos, 
incluida la del complejo III, era competida eficientemente por cada uno de los otros elementos E2F 
silvestres (Fig. 10C, carriles 2-8). Por lo tanto, estos datos indican la presencia de E2F o factores 
relacionados con E2F en estos complejos. 
Estos resultados sugieren que, aunque el sitio E2F del promotor de C-MYC puede formar complejos 
que contienen E2F y que migran con una movilidad correspondiente al complejo III, además forma un 
complejo distinto (referido aquí como EMYCS; E2F C-MYC Specific) que es específico del elemento 





Figura 10. (A) Representación esquemática de varios promotores celulares regulados por E2F. Las flechas indican 
los sitios de iniciación de la transcripción y las cajas negras representan los elementos E2F. (B) Secuencia de los 
elementos E2F de los promotores de los genes E2F1, DHFR, CDC2, C-MYC, y C-MYB. (C-D) Análisis mediante 
ensayo EMSA de los complejos formados al utilizar extractos nucleares de células X50-7 y los elementos E2F 
marcados radiactivamente del promotor de C-MYC (*E2Fmyc) (A) y del promotor de E2F1 (*E2Fe2f1-d) (B). Las 




oligonucleótidos competidores fríos indicados. En la figura se indica la posición de los complejos I-IV. E2Fdhfr-
silv, E2Fmyc, E2Fmyb y E2Fcdc2 indican respectivamente los oligonucleótidos correspondientes a los sitios E2F 
de los promotores de los genes DHFR, C-MYC, C-MYB y CDC2. Los oligonucleótidos correspondientes a los 
sitios E2F distal y proximal del promotor E2F1 son indicados como E2Fe2f1-d y E2Fe2f1-p, respectivamente. 
E2Fdhfr-mut indica la sonda que presenta una secuencia mutante del sitio E2F de DHFR. Se indica la posición de 
la sonda E2Fmyc libre. La sonda libre no es mostrada en (B) ni en el resto de las figuras de EMSA de esta tesis 
para no aumentar innecesariamente el tamaño de las figuras.  
 
2. CARACTERIZACIÓN DE EMYCS 
2.1. EMYCS no es reconocido por anticuerpos contra las familias de RB y E2F 
 Para determinar la identidad de los componentes de cada uno de los cuatro complejos 
detectados, se realizaron a continuación ensayos de competición con anticuerpos. Se ha descrito 
previamente que DP1 es el componente principal de la gran mayoría de complejos E2F/ADN (Johnson 
y Schneider-Broussard, 1998). También se ha descrito que, al utilizar extractos nucleares de células no 
transformadas asíncronas, los elementos E2F pueden unir complejos tales como DP1/E2F4/p107 
(complejo I), DP1/E2F/RB (complejo II) y uno o más complejos DP1/E2F libres (complejos III y IV) 
(Johnson y Schneider-Broussard, 1998; Campanero et al., 1999; Shirodkar et al., 1992). De acuerdo con 
estos datos, un anticuerpo anti-DP1 inhibe la formación de varios de estos complejos cuando se utilizan 
sondas específicas de E2F (Campanero et al., 1999). 
 Empleando extractos nucleares de células X50-7 y las sondas E2Fmyc o E2Fe2f1-d, los 
complejos I, II y IV fueron afectados por el anticuerpo anti-DP1 empleado (Fig. 11A-11E). Además, los 
complejos I y II fueron inhibidos en mayor o menor grado por anticuerpos anti-p107 y anti-pRB 
respectivamente (Fig. 11A y 11C). Observamos también que la formación del complejo IV fue inhibida 
por el anticuerpo anti-E2F5 y la de los complejos I y II, por el anticuerpo anti-E2F4 (Fig. 11B y 11D). 
Esto último indicaría que E2F4 podría estar presente en los complejos que contienen pRB y p107. 
Todos estos datos sugieren que los complejos I, II y IV formados con la sonda E2Fmyc son similares a 
aquellos obtenidos con los elementos E2F de otros promotores. 
 Por el contrario, en estos experimentos, el complejo III presentó nuevamente un 
comportamiento único cuando se utilizó la sonda E2Fmyc. El anticuerpo anti-E2F4 apenas afectó su 
formación (Fig. 11B), pero inhibió completamente la aparición de dicho complejo al utilizar la sonda 
E2Fe2f1-d (Fig. 11D) u otras sondas como E2Fdhfr, E2Fmyb (Campanero et al., 1999) o E2Fe2f1-p 
(Molina-Privado et al., 2009). Igual efecto se observó con el anticuerpo anti-DP1 (Fig. 11A-11D). Estas 
diferencias podrían ser debidas a la presencia del complejo EMYCS que migra en la misma posición que 




Figura 11. Identificación de miembros de las familias E2F o RB en los complejos ADN/proteína formados con las 
sondas E2Fmyc y E2Fe2f1-d. (A-D) Las reacciones de unión se llevaron a cabo utilizando extractos nucleares de 
células X50-7 y las sondas E2Fmyc (A y B) o E2Fe2f1-d (C y D). Las mezclas de reacción se preincubaron en 
ausencia (Ninguno) o en presencia de anticuerpos contra las proteínas indicadas durante 20 minutos, antes de la 
adición de la sonda. Como control se utilizó un anticuerpo policlonal preinmune anti-DP1 de ratón. Se indica la 
posición de los complejos I-IV. (E) Para la mezcla de reacción se utilizaron extractos nucleares de células Saos-2 y 
la sonda E2Fmyc. Anti-E2F7 es un anticuerpo que reconoce las dos isoformas descritas de E2F7 (E2F7A y E2F7B). 
El anticuerpo anti-MAZ fue utilizado como control negativo. La flecha indica la posición del complejo que 
contiene EMYCS. (F) Resumen de los resultados mostrados en los paneles (A-E) detallando la composición de los 
complejos específicos formados con la sonda E2Fmyc. 
 
 Tampoco los anticuerpos anti E2F-1, -2, -3, -6 y -7 afectaron de manera significativa la 
formación de los complejos I-IV al utilizar cualquiera de ambas sondas (E2Fmyc o E2Fe2f1-d) (Fig 11B, 
11D y 11E). Para demostrar que este resultado negativo no era consecuencia de la incapacidad de estos 
anticuerpos para funcionar en ensayos EMSA, llevamos a cabo nuevos experimentos incubando estos 
anticuerpos con extractos nucleares de células transfectadas con E2F-1, -2, -3 (Fig. 12A), E2F-6 (Fig. 
12B), E2F-7A (Fig. 12C) o E2F7B (Fig. 12D). Todos los anticuerpos fueron capaces de afectar la 
migración o impedir la formación de los complejos correspondientes. Por lo tanto, la falta de efecto de 
estos anticuerpos en nuestros EMSAs es probablemente debida a la baja abundancia relativa de estas 
proteínas en los extractos nucleares empleados más que a la incapacidad de los anticuerpos utilizados 






En conclusión, debido a que la formación del complejo III utilizando la sonda E2Fmyc apenas fue 
afectada por otros oligonucleótidos que unen E2F, o bien por anticuerpos anti-DP1 o anti-E2F-4 u 
otros anticuerpos anti-E2F, es muy probable que, aunque este complejo pueda contener algo de 
proteínas DP1/E2F4, su mayor componente es un factor distinto de los miembros conocidos de la 
familia E2F (EMYCS). 
 
Figura 12. Los anticuerpos anti-E2F1, -E2F2, -E2F3, -E2F6, -E2F7A y –E2F7B funcionan correctamente en 
ensayos EMSA. (A-D) Las reacciones de unión se llevaron a cabo utilizando la sonda E2Fe2f1-d y extractos 
nucleares de células Saos-2 transfectadas con DP1 más las subunidades E2F1, E2F2, E2F3 o E2F6 (A-B) o 
solamente con E2F7A (C) o E2F7B (D). Los extractos se preincubaron en ausencia (Ninguno), o en presencia de 
los anticuerpos indicados durante 20 minutos previo a la adición de la sonda. El anticuerpo anti-MAZ y el sero 
preinmune (PI) fueron utilizados como controles negativos. Se indica la posición de los complejos que contienen 




2.2. Estimación del peso molecular relativo de los componentes del complejo EMYCS 
 Debido a que EMYCS se une a la sonda E2Fmyc pero no a otras sondas con elementos E2F 
estudiadas, pensamos que, uniendo covalentemente la sonda a las proteínas que interaccionan con ella 
empleando luz UV (técnica de UV crosslinking), seríamos capaces de detectar una proteína que pudiera 
ser un componente constitutivo de los complejos III asociados a la sonda E2Fmyc. Dicha proteína no 
debería estar presente, por el contrario, en los complejos III formados con otras sondas E2F.  
La unión covalente formada entre la sonda E2Fmyc y las proteínas del complejo III procedentes de un 
extracto nuclear de células de la línea X50-7 revelaron la presencia de una banda de 105 kDa (Fig. 13A) 
que no fue observada en el complejo III que se forma con el elemento E2F de los promotores del gen C-
MYB y DHFR (Fig. 13B y dato no mostrado). Dicha banda podría representar el componente principal 
del complejo EMYCS. Esta misma banda fue también observada utilizando la línea celular de linfoma 
de Burkitt DG75 y el elemento E2Fmyc (Fig. 13C). Varias bandas adicionales fueron observadas en los 
cuatro complejos al emplear ambas sondas. Estas bandas presentan un peso molecular (45 – 70 kDa) 
dentro del rango de pesos moleculares de los factores E2F y DP conocidos (Fig. 13A-13C). Además, se 
observó otra banda de 25 kDa que parecía ser común a todas las sondas empleadas y a todos los 
complejos estudiados (marcada con una flecha pequeña en las figuras 13A-13C). Esta banda podría 
corresponder a algún factor no descrito previamente que se una en conjunción con miembros de la 
familia E2F o a alguna otra proteína que también interaccione con estos elementos.  
 
Figura 13.  Estimación del peso molecular relativo de los componentes de los complejos de unión al ADN 
formados con las sondas E2Fmyc y E2Fmyb. (A-C) El análisis mediante entrecruzado por luz UV de los complejos 
I-IV fue realizado empleando extractos nucleares de células X50-7 y sondas E2Fmyc (A) o E2Fmyb (B) o bien 
extractos nucleares de células DG75 y la sonda E2Fmyc (C). Las sondas empleadas presentaban BrdU incorporado. 
Tras la electroforesis en gel nativo, el gel se irradió con luz UV y los complejos I-IV se extrajeron del gel. Las 
proteínas marcadas presentes en las bandas cortadas se separaron a continuación por electroforesis en gel de 




preteñidos tras la compensación de tamaño realizada por el tamaño de la sonda unida a la proteína (11 kDa). Las 
flechas indican la posición de EMYCS y de la banda de 25 kDa que es común a todos los carriles y a las 2 sondas. 
El corchete indica la posición de las proteínas con movilidades aparentes similares a los factores E2F y DP.  
 
2.3. El factor EMYCS y los factores E2F se unen al sitio E2F del promotor de C-MYC a través de 
distintas secuencias nucleotídicas 
 Para continuar con la caracterización de este nuevo complejo, comparamos la especificidad de 
unión al ADN del factor EMYCS respecto de aquella mostrada por los complejos que contienen E2F. 
Como se muestra en las figuras 14A y 14B, el análisis de interferencia por metilación empleando como 
sonda el elemento E2Fmyc, reveló diferencias específicas en los residuos de contacto utilizados por 
EMYCS (complejo III) para unirse a la hebra directa del ADN respecto de los utilizados por los 
complejos pRB/E2F o p107/E2F (complejos I y II) o por E2F libre (complejo IV). Específicamente, la 
metilación del residuo G en posición 8 no afecta la unión de EMYCS pero sí la unión de los complejos 
que contienen E2F (Fig. 14A). Por el contrario, no se observaron diferencias en el patrón de metilación 
entre los distintos complejos cuando se empleó la hebra reversa, quizás debido a la escasez de residuos 
G y A.  
 Debido a que la metilación del residuo G en posición 8 impide la unión de los factores E2F pero 
no la de EMYCS, estudiamos si la mutación de este residuo evita la unión de las proteínas E2F sin 
afectar la unión del factor EMYCS. Para ello diseñamos un oligonucleótido mutante específico para 
EMYCS (E2Fmyc-sp) mediante la sustitución de G por T en posición 8 (figura 14C). También se generó 
un oligonucleótido mutante, al que denominamos E2Fmyc-E2F (Fig. 14C) en el cual se modificaron las 
posiciones 4, 7 y 12 de modo que el núcleo de 12 nucleótidos del sitio E2Fmyc concordara con el del 
sitio E2Fe2f1-d del promotor de E2F1, que une sólo proteínas E2F pero no EMYCS. Por último, se 
diseñó un oligonucleótido incapaz de interaccionar con ninguno de estos factores (E2Fmyc-nulo) por 
mutación de las posiciones 9-11 del sitio E2F (Fig. 14C).  
 A continuación, empleamos estos oligonucleótidos mutados en ensayos EMSA. Como se 
muestra en la figura 14D, la formación de complejos empleando la sonda E2Fmyc silvestre (E2Fmyc-
silv) fue competida con un exceso de este mismo oligonucleótido (silv) pero no con el mutante E2Fmyc 
nulo (nulo). Es de hacer notar que el oligonucleótido E2Fmyc-sp (sp) impidió la formación del 
complejo III, pero no afectó la de los complejos I, II y IV. En cambio, el oligonucleótido E2Fmyc-E2F 
(E2F) inhibió la formación de los complejos I, II y IV, sin afectar la aparición del complejo III.   
 Cuando E2Fmyc-sp fue utilizado como sonda para valorar la unión de factores nucleares (Fig. 
14E), se observó un único complejo que migraba con la movilidad del complejo III. Este complejo es 
específicamente competido por sí mismo y de forma parcial por E2Fmyc-silv, pero no por E2Fmyc-
nulo ni por E2Fmyc-E2F. Más aún, el elemento E2F del promotor de DHFR (que solo interacciona con 
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E2F) no compite la unión de EMYCS a la sonda E2Fmyc-sp (Fig. 14F). La competición completa que 
ejerce el oligonucleótido E2Fmyc-sp frente a la parcialmente ejercida por E2Fmyc-silv podría deberse a 
que el primero no une proteínas E2F. Alternativamente, la sustitución en posición 8 podría haber 
incrementado de manera específica la afinidad de este oligonucleótido por la unión de EMYCS. 
 Como se esperaba, E2Fmyc-E2F forma los complejos I, II, III y IV (Fig. 14G) y la unión  de cada 
uno de ellos es específicamente competida por E2Fmyc-E2F y E2Fmyc-silv. Sin embargo, E2Fmyc-sp y 
E2Fmyc-nulo no afectaron la unión de ninguno de los complejos a la sonda E2Fmyc-E2F.  
 Es interesante destacar que la unión de E2F5 libre (complejo IV) así como la de EMYCS es 
afectada por la metilación del residuo G de la posición 10, mientras que la unión de la mayoría de las 
especies E2F encontradas en los complejos pRB (II) y p107 (I) no son afectadas por la metilación de este 
residuo. Hasta el momento no sabemos si estas variaciones reflejan la diferencia en contenido de 
distintas subunidades E2F entre los complejos I y II respecto del complejo IV, o si la asociación con los 
miembros de la familia RB altera la especificidad de unión de las proteínas E2F.  
En resumen, el/los factores presentes en EMYCS parecen ser diferentes de cualquier miembro conocido 
de la familia E2F debido a que los residuos de contacto con el ADN para EMYCS en el promotor de C-





Figura 14. Los factores EMYCS y E2F se unen a secuencias del ADN distintas pero solapantes en el sitio E2F del 
promotor de C-MYC. (A) Análisis de interferencia por metilación de los complejos I-IV empleando extractos 
nucleares de células X50-7 y la sonda E2Fmyc. A cada lado del gel se indica la secuencia de las cadenas directa y 
reversa. Triángulos, diamantes y cuadrados indican bases cuya metilación bloquea completa (figuras llenas) o 
parcialmente (figuras vacías) la formación de complejos I y II (triángulos), III (diamantes) y IV (cuadrados). Se 
muestra además el patrón de rotura observado con una sonda no unida (F). (B) Resumen del análisis de 
interferencia por metilación mostrado en A. (C) Secuencia de las sondas E2Fmyc silvestre y mutadas. Los puntos 
negros indican los nucleótidos mutados respecto de la secuencia silvestre. (D-G) Análisis mediante EMSA de los 
complejos formados entre los factores nucleares de células X50-7 y las sondas E2Fmyc-silv (D), E2Fmyc-sp (E y 
F), y E2Fmyc-E2F (G) en ausencia (Ninguno) o en presencia de un exceso de 100 veces de los oligonucleótidos 
competidores fríos señalados. Se indica la posición de los complejos I-IV. 
2.4. El factor EMYCS se expresa de forma ubicua y presenta actividad de unión al ADN constitutiva 
 Empleando la sonda E2Fmyc-sp observamos que EMYCS se detecta en cantidades significativas 
en extractos nucleares de todas las líneas celulares estudiadas hasta la fecha, incluyendo 12 líneas 
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celulares humanas obtenidas de diferentes tejidos y la línea celular de ratón NIH3T3 (Fig. 15). Esto 
sugiere que EMYCS se expresa de manera ubicua y que su capacidad de interaccionar con el ADN se 
encuentra constitutivamente activa en todas las líneas celulares estudiadas. Las diferencias en la 
intensidad de las bandas no parecen ser debidas a diferencias en la abundancia de EMYCS o en su 
afinidad por la sonda, ya que la abundancia relativa del complejo varía entre experimentos para cada 
una de las líneas celulares estudiadas.  
 
Figura 15. EMYCS es detectado en una amplia variedad de líneas celulares. Análisis mediante EMSA de la 
formación del complejo III empleando la sonda E2Fmyc-sp y extractos nucleares de las siguientes líneas celulares: 
línea celular linfoblastoide X50-7, linfoma de Burkitt DG75 y Mutu-1, linfoma de células B Bjab, leucemia de 
células T Jurkat y Molt-4, células mieloides U937 y HL60, eritromieloides K562, osteosarcoma U2OS y Saos-2, 
carcinoma de cérvix HeLa y líneas celulares de fibroblastos de ratón NIH3T3. Los extractos nucleares se 
prepararon a partir de cultivos en crecimiento exponencial. La flecha indica la posición del complejo EMYCS. 
3. FUNCIÓN DEL COMPLEJO EMYCS EN LA REGULACIÓN DEL PROMOTOR DE C-MYC 
3.1. EMYCS actúa como activador transcripcional 
 Para valorar el papel que EMYCS juega en la actividad del promotor de C-MYC y su capacidad 
para interaccionar in vivo con el elemento E2F de dicho promotor, se generó un plásmido reportero de 
luciferasa (2xE2Fmyc-BG-LUC) que contenía una caja TATA y dos copias del elemento E2F del 
promotor de C-MYC (véase Fig. 16A y Materiales y Métodos). Además de la secuencia silvestre (silv), 
también se utilizaron sitios E2F que contenían las mutaciones puntuales indicadas en la figura 14C, 
creándose así plásmidos reporteros con elementos E2F que interaccionaran sólo con E2F (E2F), sólo 
con EMYCS (sp) o con ninguno de ellos (nulo). Estos plásmidos reporteros se transfectaron en distintas 
líneas celulares y la actividad luciferasa de los extractos celulares se midió para valorar la capacidad de 
transactivación de cada factor. Como se muestra en la figura 16B, el sitio silvestre (silv) y el que solo 
interacciona con EMYCS (sp), indujeron un aumento en la actividad luciferasa de 6 a 14 veces mayor 
que el producido por el mutante que no une ninguno de los 2 factores (nulo). Las actividades luciferasa 
obtenidas cuando se utilizaron los reporteros que sólo une E2F (E2F) o que no une ninguno de los 




Estos resultados sugieren que EMYCS se une in vivo al sitio E2F del promotor de C-MYC, que tiene 
actividad activadora de la transcripción y que podría actuar como un transactivador del promotor de C-
MYC. 
 Para verificar que la construcción 2xE2Fmyc es activa y que los factores E2F solo se unen in 
vivo a la secuencia silvestre y al mutante que solo interacciona con E2F, pero no a los elementos 
mutantes nulo o específico de EMYCS (sp), se cotransfectaron los reporteros luciferasa anteriormente 
mencionados con o sin plásmidos que codifican para E2F1 y DP1. Nuestros resultados claramente 
indican que E2F1 activó los reporteros 2xE2Fmyc-silv y 2xE2Fmyc-E2F, pero no 2xE2Fmyc-sp o 
2xE2Fmyc-nulo (Fig. 16C).   
Estos datos confirman que los factores E2F son incapaces de interaccionar in vivo con el sitio E2F que 
solo une el factor EMYCS (sp). 
 
Figura 16. EMYCS induce la transactivación de un 
plásmido reportero de luciferasa. (A) Representación 
esquemática del plásmido reportero utilizado. Dos copias  
del sitio E2F silvestre (silv) del promotor de C-MYC o de 
los mutantes del mismo que interaccionan sólo con E2F 
(E2F), solo con EMYCS (sp), o con ninguno de ellos (nulo) 
se clonaron inmediatamente delante de la caja TATA del 
gen de la ß-globina en el vector pBG-LUC. (B) Los 
plásmidos 2xE2Fmyc-BG-LUC indicados se 
cotransfectaron con pCMV-ßgal en cultivos asíncronos de 
células DG75, U2OS, Jurkat, K562, Mutu-1 y 293-T. 40h 
más tarde, se prepararon los extractos celulares y se 
realizaron los ensayos de actividad de luciferasa y ß-
galactosidasa. Los valores de luciferasa se normalizaron 
respecto de la actividad ß-galactosidasa y representan la 
media de al menos 4 experimentos diferentes. La actividad 
luciferasa se muestra respecto de aquella del mutante nulo. 
(C) Los plásmidos 2xE2Fmyc-BG-LUC indicados se 
cotransfectaron con pCMV-ßgal en cultivos asíncronos de 
células Saos-2 en presencia (+) o ausencia (-) de plásmidos 
que codifican DP1 y E2F1. 40h después se prepararon los 
extractos celulares y se realizaron los ensayos luciferasa y 
ß-galactosidasa. Los valores de luciferasa se normalizaron 
respecto de la actividad ß-galactosidasa y representan la 
media de al menos 4 experimentos diferentes. La actividad 
luciferasa se muestra respecto de aquella de la muestra en 




3.2. EMYCS actúa como activador transcripcional de C-MYC en linfocitos T durante la salida de 
quiescencia  
 La región regulatoria de C-MYC contiene secuencias ubicadas a continuación del sitio principal 
de inicio de la transcripción en el promotor P2, que son responsables de la pausa de la actividad de la 
ARN polimerasa II (Marcu et al., 1992; Spencer y Groudine, 1991). Además, por delante del promotor 
P1, existe una secuencia rica en purinas, capaz de formar una estructura G-cuadruplex que también 
actúa como represora de la transcripción (Siddiqui-Jain et al., 2002). Para prevenir la interferencia de 
estas dos regiones en nuestros estudios, se clonó un inserto de ADN del promotor de C-MYC que 
comprendía la secuencia -274 a +66 (relativo al inicio de la transcripción desde el promotor P2) delante 
del ADNc de la luciferasa. Este inserto incluía los promotores P1 y P2 pero excluía la hebra rica en 
purinas y las secuencias relacionadas con la pausa de la ARN polimerasa.  
 Además, la regulación de la expresión de C-MYC requiere elementos de control adicionales no 
identificados, localizados por fuera de las secuencias regulatorias conocidas (Mautner et al., 1996). 
Debido a que la inserción de elementos potenciadores (enhancers) de los genes de las cadenas pesadas o 
ligeras de las inmunoglobulinas por detrás de la región codificadora y por delante de los promotores P1 
y P2 de C-MYC imita la regulación transcripcional endógena de C-MYC (Hortnagel et al., 1995; 
Lavenu et al., 1994), construimos un vector pEnh-Eμ-Myc que portaba el enhancer de la cadena pesada 
de las inmunoglobulinas (Eμ) insertado directamente delante de estos promotores en el vector pGL2-
Enhancer. Es importante remarcar que dicho vector contiene el enhancer de SV40 detrás del ADNc del 
gen luciferasa (Fig. 17A y Materiales y Métodos).  
 El plásmido pEnh- Eμ-Myc silvestre (Myc-silv) y los distintos mutantes cuyos elementos E2F 
interaccionan solo con E2F (Myc-E2F), solo con EMYCS (Myc-sp) o con ninguno de ellos (Myc-nulo) 
se transfectaron en células T de sangre periférica ((Fig. 17B). La mayoría de estas células circulan a 
través de la sangre y órganos linfáticos periféricos en estado quiescente (G0) y no expresan C-MYC, 
pero rápidamente activan la expresión de este gen y salen de quiescencia tras una estimulación 
mitogénica [Fig. 17C y (Kelly et al., 1983)]. Una vez transfectadas, las células fueron o no estimuladas y 
la actividad luciferasa fue medida para valorar la respectiva capacidad de transactivación de cada factor. 
Como se muestra en la figura 17B, los plásmidos reporteros Myc-silv y Myc-sp, fueron activados 4-6 
veces tras la activación de las células T. Por el contrario, los plásmidos reporteros Myc-E2F o Myc-
nulo, apenas fueron activados. El vector que contenía ambos enhancers, pero ninguna de las secuencias 
del promotor de C-MYC no se activó tras la estimulación de los linfocitos T (Vacío, Fig. 17B). Por ello, 
solo las construcciones del promotor del gen C-MYC que son capaces de interaccionar con EMYCS 
fueron activadas in vivo significativamente durante la salida de quiescencia. 
 Además, se prepararon extractos nucleares a partir de linfocitos T de sangre periférica 
estimulados durante diferentes períodos de tiempo. Estos extractos se emplearon en ensayos EMSA 




muestra en la figura 17D, el complejo EMYCS fue casi indetectable en células en estado quiescente, 
pero su unión aumenta significativamente a partir de las 12 horas de activación de las células, 
presentando niveles elevados de unión entre las 18-24 horas de la salida de quiescencia. Además, este 
aumento en la formación de los complejos se correlaciona con el aumento de la expresión de C-MYC 
en los cultivos (figura 17C). 
Estos resultados apoyan claramente que el elemento E2F del promotor de C-MYC juega un papel 
crucial en la activación de este gen en células T durante la salida de quiescencia y que la interacción de 
EMYCS con este elemento es necesaria para conseguir la activación completa del promotor en tales 
circunstancias. 
 
Figura 17. Activación del promotor de C-
MYC por EMYCS a través del elemento 
E2F durante la salida de quiescencia. (A) 
Representación esquemática del plásmido 
reportero utilizado (pEnh-Eμ-CMYC). Un 
fragmento de ADN que comprende el 
enhancer Eμ seguido por el inserto que 
abarca los promotores P1 y P2 de C-MYC, 
excluyendo las secuencias ricas en purinas 
y las secuencias relacionadas con la pausa, 
fue clonado en el vector pGL2 que 
contiene el enhancer de SV40 por detrás 
del gen de luciferasa. (B) Los plásmidos 
reporteros de luciferasa pEnh-Eμ-Myc-
silv, -Myc-E2F, -Myc-sp o -Myc-nulo se 
cotransfectaron con pRL-SV40 (plásmido 
de expresión de luciferasa Renilla) en 
linfocitos de sangre periférica. También se 
empleó un plásmido reportero que 
contenía ambos enhancers pero no el 
promotor de C-MYC (Vacío). Una vez 
transfectadas, las células se activaron 
mediante tratamiento con 5μg/ml de 
leucoaglutinina más 50U/ml de IL-2 
durante 24h para inducir la salida de 
quiescencia (+), o bien permanecieron sin 
tratamiento (-). Se midió la actividad 
luciferasa Firefly y Renilla en los extractos 
de ambas muestras. Los valores de 
luciferasa para cada plásmido reportero indicado están relativizados a las células no tratadas. Se muestra la media 
+ la desviación estándar de 3 experimentos independientes. (C) Análisis mediante Inmunoblot de extractos 
celulares totales preparados a partir de linfocitos de sangre periférica activados durante los tiempos indicados con 
5μg/ml de leucoaglutinina más 50U/ml de IL-2 para inducir la salida de quiescencia. Se emplearon anticuerpos 
anti-c-myc (panel superior) o anti-tubulina (panel inferior, control de carga). (D) Análisis mediante EMSA de la 
formación de complejos empleando la sonda E2Fmyc-sp y extractos nucleares de células T de sangre periférica 
activadas como en (C) durante los tiempos indicados. La flecha indica la posición de EMYCS.  
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4. DETERMINACIÓN DE LA IDENTIDAD DE LOS FACTORES QUE COMPONEN EL COMPLEJO 
EMYCS 
4.1. EMYCS no se corresponde con los factores ETS 
 Hasta la fecha, la identidad de los factores que componen el complejo EMYCS no ha podido ser 
elucidada. Se había descrito previamente que los factores ETS-1 y ETS-2 recombinantes se unen a un 
sitio consenso que solapa con el elemento E2F del promotor P2 de C-MYC (Roussel et al., 1994). A 
pesar de que dichos factores tienen un peso molecular mucho más bajo que el estimado para EMYCS, 
valoramos igualmente esta posibilidad. Para ello se realizaron ensayos EMSA de competición utilizando 
extractos nucleares de células X50-7 y la sonda E2Fmyc-sp o bien la sonda PEA3 silvestre (PEA3-silv) 
como control (Fig. 18). Esta última contiene un sitio de unión consenso para ambos factores ETS 
(Wasylyk et al., 1990) que está mutado en el oligonucleótido PEA3-nulo, de forma que este último es 
incapaz de unir ETS. Como se puede observar, la unión de EMYCS a su elemento (sonda E2Fmyc-sp) 
no fue afectada por un exceso del oligonucleótido PEA3-silv (Fig. 18B), pero éste si fue capaz de 
competir la unión de los factores ETS a su sitio específico (Fig 18A).   
Por lo tanto, cualquier unión de ETS-1/2 al elemento E2F del promotor de C-MYC debe ser 
significativamente menor que el nivel de unión observado para EMYCS o los miembros de la familia 
E2F.   
 
Fig 18. La sonda PEA3 que une ETS-1/2 no impide la unión de EMYCS a la sonda E2Fmyc-sp. Las reacciones de 
unión se realizaron utilizando extractos nucleares de células X50-7 y las sondas PEA3-silv (A) o E2Fmyc-sp (B). 
Las mezclas de reacción fueron preincubadas en ausencia (Ninguno) o en presencia de un exceso de 100 veces de 






4.2. EMYCS no es un miembro de la familia STAT de factores de transcripción  
 También se ha descrito previamente que el elemento E2F del promotor P2 de C-MYC presenta 
homología con los sitios de unión al ADN de los factores de transcripción STAT y que el tratamiento de 
células HepG2 con interleuquina-6 conduce a la unión de STAT3 y activación de C-MYC a través de su 
sitio E2F (Kiuchi et al., 1999). Intentamos, por tanto, determinar si EMYCS podía corresponderse con 
alguno de los factores de esta familia. Si bien STAT3 o STAT5 están constitutivamente activados en 
algunas líneas celulares tumorales (Turkson y Jove, 2000), la unión de STAT a su sitio de unión al ADN 
usualmente requiere la activación de las células por citoquinas o quimioquinas (Buettner et al., 2002). 
Por ejemplo, la unión de STAT5 a la sonda PRE, requiere de la activación de las células con IL4, 
mientras que la unión de STAT1 o STAT3 a la sonda SIE, requiere de la activación celular con SDF-1 
(stromal cell derived factor-1) (Ooi et al., 1998). Los oligonucleótidos PRE y SIE son secuencias 
previamente descritas en la literatura que unen los factores STAT5 u homodímeros o heterodímeros de 
STAT1 y STAT3, respectivamente (Ooi et al., 1998). Es importante recordar aquí que, por el contrario, 
la formación del complejo EMYCS con la sonda E2Fmyc no precisa la activación previa de las células.  
 
Fig 19. EMYCS no contiene factores 
STAT3 o STAT5. Las reacciones de 
unión se realizaron utilizando la sonda 
PRE, que une predominantemente 
STAT5 y extractos nucleares de células 
U937 tratadas (+) o no (-) durante 15 
minutos con interleuquina-4 (A); la 
sonda SIE, que interacciona 
predominantemente con homodímeros 
o heterodímeros de STAT1 y STAT3, y 
extractos nucleares de células Molt-4 
tratadas durante 15 min con SDF-1 (B); 
o extractos nucleares de células Saos-2 y 
la sonda E2Fmyc-silv (C) o E2Fmyc-sp 
(D).  Se indica la posición de los 
complejos STAT5 (A), STAT3 (B), o 
EMYCS (C y D). Las mezclas de 
reacción fueron incubadas en ausencia 
(Ninguno) o en presencia de un exceso 
de 100 veces de los oligonucleótidos 
competidores fríos indicados (A y C) o 
preincubadas en ausencia (Ninguno) o 
en presencia de anticuerpos contra las 
proteínas indicadas durante 20 minutos 
previo a la adición de las sondas (A, B y 
D). El anticuerpo anti-Maz fue utilizado 
como control negativo. 
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 Realizando ensayos EMSA de competición observamos que la unión de EMYCS a su elemento 
no fue afectada por un exceso de los oligonucleótidos PRE o SIE (Fig 19C) ni por los anticuerpos anti-
STAT3 o -STAT5 (Fig 19D) pero que tanto unos como otros eran capaces de abolir la unión de los 
factores STAT a las sondas correspondientes (Fig 19A y 19B).  
Estos resultados apuntan a que EMYCS no es un miembro conocido de la familia de factores de 
transcripción STAT. 
 
4.3. EMYCS no pertenece a la familia NFAT  
 NFATc1 es otro factor que se ha descrito que se une y activa el promotor de C-MYC a través de 
un sitio que solapa con el elemento E2F (Buchholz et al., 2006). Para evaluar si EMYCS es un miembro 
de la familia NFAT, utilizamos un antisuero dirigido contra un epítopo común del dominio de unión al 
ADN de todos los miembros NFAT (anticuerpo anti-allNFAT) que inhibe completamente la formación 
de complejos NFAT en los ensayos EMSA (Iniguez et al., 2000). Este anticuerpo no afecta la unión de 
EMYCS al elemento E2F del promotor C-MYC, pero inhibe la formación de complejos específicos con 
el sitio NFAT distal del promotor humano de IL-2 (sonda NFAT) (Fig. 20A y 20B). Más aún, el 
oligonucleótido NFAT no compitió la unión de EMYCS a las sondas E2Fmyc tanto silvestre (E2Fmyc-
silv) como específica de EMYCS (E2Fmyc-sp) (Fig. 20C).   












Fig 20. Los miembros de la familia NFAT no 
están presentes en el complejo EMYCS. Las 
reacciones de unión fueron realizadas 
utilizando extractos nucleares de células 
X50-7 y las sondas NFAT (A), E2Fmyc-silv 
(B y C), o E2Fmyc-sp (C). Los extractos se 
preincubaron 20 minutos previo a la adición 
de las sondas NFAT (A) o E2Fmyc-silv (B) 
en ausencia (Ninguno) o en presencia de un 
anticuerpo que reconoce el dominio de 
unión al ADN de todos los miembros de la 
familia NFAT (anti-allNFAT) o bien de un 
suero preinmune (Control).  (C) Las mezclas 
de reacción se preincubaron en ausencia 
(Ninguno) o en presencia de un exceso de 
100 veces de los oligonucleótidos fríos 
E2Fmyc sp, E2Fmyc silv o E2Fmyc nulo, o 
de un exceso de 25 veces (25X) o 100 veces 
(100X) del oligonucleótido frío NFAT. Se 
indica la posición de los complejos que 




4.4. Otras aproximaciones 
 Asumiendo que EMYCS no se correspondía con ninguna de estas proteínas previamente 
descritas, intentamos una aproximación diferente para determinar la identidad de este factor. Hemos 
realizado experimentos de purificación utilizando resinas conjugadas con oligonucleótidos que se unen 
específicamente al complejo III. Desafortunadamente, EMYCS se une de manera no específica a 
cualquiera de las resinas ensayadas (agarosa y sefarosa), incluso a aquellas que no tienen 
oligonucleótido conjugado (datos no mostrados). Por lo tanto, otras aproximaciones experimentales 




















































En esta tesis hemos analizado los mecanismos que controlan la expresión de dos genes 
regulados durante la salida de quiescencia y que son importantes para la progresión del ciclo celular. 
Por un lado, ciclina G2 es necesaria para el mantenimiento del estado de quiescencia (Horne et al., 
1996; Bennin et al., 2002) y para la progresión a través de las fases G2 y M del ciclo celular (Bennin et 
al., 2002; Arachchige Don et al., 2006). Por otro lado, la expresión de C-MYC se induce durante la 
salida de quiescencia y la proteína correspondiente es necesaria para la progresión del ciclo celular a 
través de la fase G1. Nosotros hemos observado que, en células NIH3T3, la expresión de ciclina G2 se 
induce tanto en G0 como en G2, las 2 fases de máxima actividad de esta ciclina y que su expresión es 
regulada por los factores de transcripción FoxO. En cuanto a C-MYC, hemos detectado, en varias líneas 
celulares, la existencia de un factor (EMYCS) que podría ser un importante inductor de la expresión de 
este gen en la salida de G0. 
 
I. CICLINA G2 
Ciclina G2 es un miembro de las ciclinas del grupo G cuya expresión oscila a lo largo del ciclo 
celular en linfocitos (Horne et al., 1996; 1997) y cuya expresión ectópica inhibe la progresión del ciclo 
celular (Bennin et al., 2002; Liu et al., 2004; Kim et al., 2004; Chen et al., 2006; Le et al., 2007). En esta 
tesis examinamos los mecanismos que regulan la expresión de ciclina G2 a lo largo del ciclo celular 
demostrando la implicación de los factores FoxO en este mecanismo.  
1. CAMBIOS EN LA EXPRESIÓN DE CICLINA G2 A LO LARGO DEL CICLO CELULAR 
Como se ha comentado anteriormente, en trabajos previos se ha observado una variación en la 
expresión del gen Ccng2 durante el ciclo celular en linfocitos T y B (Horne et al., 1996; 1997). Nuestros 
resultados también muestran una variación cíclica del ARNm de ciclina G2 en células NIH3T3, con 
niveles máximos en la fase G0, que disminuyen al salir las células de este estado de quiescencia y 
aumentan nuevamente en la fase S tardía para alcanzar un segundo pico en G2/M. Debido a que la 
citometría de flujo no permite discriminar entre las fases G2 y M del ciclo (ambas con un contenido 4n 
de ADN), estudiamos la expresión del gen Ccng2 en cultivos enriquecidos en células en distintas fases 
del ciclo celular utilizando distintos métodos. Esta aproximación nos permitió confirmar que el 
aumento observado en G2/M en células sincronizadas por crecimiento hasta confluencia, se produce en 
realidad en la fase G2 del ciclo. Sin embargo, el método de enriquecimiento celular mediante drogas 
muestra niveles significativamente mayores de ARNm de ciclina G2 en la fase G2 del ciclo respecto de 
la fase G0, en comparación con la técnica de sincronización por confluencia. Esto podría explicarse si 




segundo caso, solo se obtiene un 37%. Igualmente, no se puede descartar un efecto parcial del 
etopósido sobre la transcripción del ARNm de ciclina G2.    
Hemos definido, por tanto, que los niveles máximos de expresión de ciclina G2 en células 
NIH3T3 se observan en las fases G0 y G2. Estos resultados contrastan con los obtenidos por el grupo de 
Horne, donde los niveles más elevados han sido encontrados en fase S en linfocitos T y B (Horne et al., 
1996; 1997). Sin embargo, estas discrepancias podrían ser debidas o bien a diferencias en las células 
empleadas o bien a la técnica utilizada para obtener células en cada fase del ciclo. El grupo de Horne, 
utilizó células en crecimiento exponencial que fueron fraccionadas en poblaciones enriquecidas en 
distintas fases del ciclo celular mediante elutriación. Si bien las fracciones examinadas por este grupo 
estaban enriquecidas en células en fase S, también contenían células en fase G2/M. De la misma 
manera, nuestra población de 23h, que es rica en células en la fase G2/M contiene también células en 
fase S. Sin embargo, en las células sincronizadas en G2 mediante el uso de etopósido, los niveles del 
ARNm de ciclina G2 se encontraban elevados a pesar de que apenas se detectaron células en la fase S. 
Por lo tanto, aunque no podamos descartar formalmente que en ambos tipos celulares se esté 
produciendo el mismo fenómeno y que las diferencias observadas sean inherentes de la técnica 
empleada, parece más probable que dichas diferencias sean debidas al empleo de distintos tipos 
celulares. 
Respecto del aumento de expresión de ciclina G2 observado en la fase G0, nuestros datos 
concuerdan con el hecho de que la expresión de esta proteína es inducida por señales inhibitorias del 
crecimiento (Horne et al., 1997), que en nuestros experimentos estarían dadas bien por la inhibición 
por contacto o bien, por la ausencia de estímulos mitogénicos. Además, se ha visto que la expresión 
ectópica de ciclina G2 inhibe la transición desde G0/G1 a S (Bennin et al., 2002; Arachchige Don et al., 
2006; Kim et al., 2004; Chen et al., 2006; Le et al., 2007), por lo que esta ciclina debe estar implicada de 
alguna manera en el mantenimiento del estado quiescente.  
La fase G0 es una fase de quiescencia celular caracterizada por baja tasa de síntesis de proteínas 
(Alvarez et al., 2003) así como por la presencia de altos niveles de proteínas p130 y p27kip1, bajos niveles 
de ciclina D, inactivación de la ruta PI3K/PKB y la activación o localización nuclear de los factores de 
transcripción FoxO (Smith E. J. et al., 1996; MacLachlan et al., 1995; Sherr, 1995; Alvarez et al., 2001; 
Biggs et al., 1999). Por el contrario, la estimulación de receptores de membrana por factores de 
crecimiento induce la entrada en la fase G1 del ciclo celular con la consiguiente activación rápida y 
transitoria de PI3K/PKB y la inactivación de FoxO (Alvarez et al., 2001), seguida por la disminución 
gradual de p130 (Smith E. J. et al., 1996) y p27kip1 (MacLachlan et al., 1995) y el incremento de las 
ciclinas de fase G1 (Hunt, 1991; Sherr, 1995) y de la síntesis general de proteínas (Alvarez et al., 2003). 
En este estudio, las células quiescentes se obtuvieron o bien por deprivación de suero o, 
alternativamente, por crecimiento hasta confluencia. Ambas aproximaciones produjeron células con 
fenotipo G0, de acuerdo con los criterios que acabamos de describir. Sin embargo, la depleción de suero 
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fue un método más eficiente para inducir la translocación de FoxO al citoplasma, ya que en más del 
90% de las células detenidas por crecimiento hasta confluencia, FoxO3a estaba distribuido entre núcleo 
y citoplasma (dato no mostrado). No obstante, la doble localización nuclear y citosólica, que se 
correlaciona con la presencia de factores FoxO activos, ha sido descrita previamente para células en 
fase G2 (Alvarez et al., 2001), por lo que esta doble localización no implica inactivación completa de 
FoxO.  
Por otro lado, en el estudio cinético de células sincronizadas por crecimiento hasta confluencia, 
observamos un desfase de 5 horas en la entrada en fase S con respecto a las 12-13h reportadas por 
algunos autores (Coller, 2007). Por un lado, esta diferencia podría depender de las células empleadas. 
Además, se ha descrito que la síntesis de ciclina D depende de la interacción de las células con la matriz 
extracelular (Zutter, 2007), por lo que el retraso observado con esta técnica podría depender 
directamente del tiempo empleado por las células en adherirse a la placa tras su siembra a menor 
densidad. No obstante, a pesar de este desfase, una proporción significativa de células progresaron de 
forma sincronizada a través del ciclo celular. Esto queda demostrado no sólo por el análisis del 
contenido de ADN, sino también por la expresión de ciclina D3, una ciclina de fase G1 (Sherr, 1995), 
que comenzó a disminuir a partir de las 18h de la liberación, coincidiendo con el aumento de células 
con contenido de ADN >2C. Por lo tanto, estos datos validan el uso de esta aproximación para 
examinar la expresión de genes durante la progresión del ciclo.  
En conclusión, a pesar de la limitación de las técnicas empleadas para detener cultivos celulares 
en quiescencia, los criterios utilizados para diferenciar las fases G0 y G1 apoyan la expresión de ciclina 
G2 en la fase G0 del ciclo. Más aún, en células liberadas desde quiescencia, la expresión de ciclina G2 
disminuyó en las primeras 1-2h tras el estímulo inductor. Esto indica que la expresión de ciclina G2 
disminuye al entrar las células en fase G1, ya que la fase S no comenzó en nuestro sistema hasta las 18-
20h tras la adición de suero.   
 
2. ESTUDIO DE LAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN QUE REGULAN LA EXPRESIÓN DE CICLINA G2 
Hemos visto que la activación de la vía de señalización PI3K/PKB en células NIH3T3 regula 
negativamente la expresión de ciclina G2 durante la entrada en el ciclo celular. Además, hemos 
confirmado que esta regulación negativa es independiente de la activación de la ruta de MEK1/2 / 
ERK1/2. Ambas observaciones han sido confirmadas posteriormente en células de cáncer de mama 
mediante el uso de inhibidores específicos de ambas vías (Le et al., 2007). Estos datos son también 
apoyados por los estudios de Yusuf y col. quienes han descrito que la activación de células B maduras 
mediada por antígeno induce la activación de la vía PI3K/PKB y la disminución de los niveles de 




de cultivos con rapamicina también induce el aumento de los niveles de ARNm de ciclina G2 (Le et al., 
2007; Grolleau et al., 2002). Teniendo en cuenta que rapamicina inhibe la vía de mTOR/p70S6K de 
inducción de la síntesis proteica y que dicha vía es activada a través de la ruta de PI3K/PKB (Alvarez et 
al., 2003), estos datos apoyan que PI3K regula de manera negativa la expresión de ciclina G2 y que 
dicha regulación tiene lugar a través de varios mecanismos.  
A pesar de que la ruta PI3K/PKB controla los niveles de transcritos de ciclina G2, como 
acabamos de ver, la expresión de una forma activa de PI3K (p110-CAAX) en células quiescentes fue 
insuficiente para disminuir los niveles de ARNm de ciclina G2 hasta los valores observados tras la 
estimulación con suero. Este efecto incompleto podría ser debido, al menos en parte, a la baja eficiencia 
de transfección obtenida con estas células (50-60%). Alternativamente, estos datos también podrían 
sugerir que señales adicionales a las mediadas por PI3K podrían contribuir a dicha disminución durante 
la entrada en la fase G1 desde quiescencia. Debido a que los factores FoxO también son inactivados por 
la vía de señalización de Ral (De Ruiter et al., 2001), es posible que sea esta ruta u otra diferente, la que 
contribuya junto con aquella mediada por PI3K a inducir la disminución de la expresión del gen 
Ccng2. En este sentido, los datos aportados por Le y col. muestran que la inhibición de la ruta de JNK 
también induce un incremento leve de la expresión del gen Ccng2 en varias líneas celulares de cáncer 
de mama (Le et al., 2007), lo que sugiere que efectivamente la expresión de ciclina G2 puede ser 
regulada por otras vías de señalización alternativas.  
 
3. IMPLICACIÓN DE LOS FACTORES FOXO EN LA REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE 
CICLINA G2 
Nuestros resultados muestran que los factores FoxO (principalmente FoxO3a), inducen la 
expresión de ciclina G2. Estos resultados han sido confirmados en estudios realizados posteriormente 
en linfocitos B maduros donde se ha visto que, al igual que ocurre en células NIH3T3, la expresión de 
ciclina G2 es regulada positivamente por los factores de transcripción FoxO, a través de su unión al 
promotor de Ccng2 y que la actividad de FoxO es negativamente regulada por PKB (Yusuf et al., 2004; 
Chen et al., 2006).  
Al igual que ocurre con p110-CAAX, que solo tiene un efecto parcial sobre la disminución de 
los niveles de ciclina G2 en células quiescentes, el mutante inhibidor de la función de FoxO ΔDBAFX 
disminuye pero no bloquea la expresión de ciclina G2 en la fase G0. Por una parte, esto podría 
explicarse teniendo en cuenta que la eficiencia de transfección no es del 100%. Por otro lado, como se 
ha mencionado anteriormente, los factores FoxO cooperan con otros factores de transcripción y 
coactivadores en la regulación de la expresión de algunos promotores (Seoane et al., 2004; Nasrin et al., 
2000). Se ha descrito recientemente que en linfocitos B maduros la expresión de ciclina G2 es inducida 
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no sólo por las proteínas FoxO, sino también por los factores de transcripción δEF1 y que la 
coexpresión de ambos factores tiene un efecto sinérgico sobre la inducción de la transcripción del gen 
Ccng2 (Chen et al., 2006). De hecho, se propone que en estas células es δEF1 el principal regulador del 
gen Ccng2 y que FoxO actúa como un coactivador (Chen et al., 2006). Por lo tanto, δEF1 u otros 
factores de transcripción y/o coactivadores podrían también contribuir a la regulación de la expresión 
de ciclina G2 en células NIH3T3. Además, debido a que las células ejecutan diferentes programas 
genéticos en las distintas fases del ciclo celular (Alvarez et al., 2001), es posible que diferentes factores 
de transcripción y/o coactivadores, expresados selectivamente en las distintas fases del ciclo, 
contribuyan a modular la expresión de aquellos genes que son regulados por FoxO.  
El análisis del promotor de Ccng2 murino (Jensen et al., 1999) reveló la presencia de varios 
motivos similares a los sitios consenso de unión de los factores FoxO (Brunet et al., 1999; Zhu et al., 
2000). La presencia de sitios consenso de unión a FoxO en el promotor del gen Ccng2 murino ha sido 
confirmada por el grupo de Chen (Chen et al., 2006). El análisis comparativo de los promotores 
humano y murino utilizando el programa Blast 2 Sequence, reveló la existencia de varias áreas con 
similitud significativa entre ambos. Una de estas regiones contiene varios sitios consenso de unión a los 
factores forkhead en el promotor murino, así como en el promotor humano. Los grupos en el promotor 
murino (AF079877) se encuentran entre las posiciones -1296 a -1266 desde el sitio de iniciación de la 
transcripción, mientras que en el gen humano, (AF549495), se encuentran entre las posiciones -1470 y 
-1440. Además, en ambos casos, también se observan 2 sitios adicionales en las 100 bp contiguas a esta 
región.  
Los ensayos de cambio en la movilidad electroforética demostraron que los factores FoxO 
pueden interaccionar con sus elementos consenso de unión presentes en el promotor de Ccng2, aunque 
no se ha determinado si esta unión es directa o mediada por otras proteínas.  
Hemos observado que cuando se utilizan extractos nucleares de células sincronizadas en fases 
G0 y G2 en ensayos EMSA, las bandas correspondientes a los complejos formados entre FoxO y la 
sonda FoxO-Ccng2 son más intensas que aquellas que se forman empleando extractos de células en fase 
G1. Debido a que para esta técnica se emplean extractos nucleares, nuestros resultados son consistentes 
con el hecho de que los factores FoxO tienen una localización preferentemente nuclear en las fase G0 y 
G2 y es en esos momentos cuando activan al promotor de Ccng2.  
Apoyando los resultados obtenidos con los ensayos EMSA, los ensayos de inmunoprecipitación 
de cromatina demostraron que los factores FoxO se unen al promotor endógeno del gen Ccng2 durante 
la fase G2 del ciclo celular. Sin embargo, en este caso no podemos descartar la unión de los factores 
FoxO a secuencias no consenso del promotor de Ccng2, tal como se ha sido descrito que ocurre en 




Por último, nuestros ensayos reporteros han demostrado que los factores FoxO son capaces de 
transactivar al promotor de Ccng2, efecto que ha sido también confirmado posteriormente por el grupo 
de Chen y col (Chen et al., 2006). 
 
4. POSIBLES MECANISMOS DE REGULACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR MEDIADA 
POR CICLINA G2 
Nuestras observaciones apoyan la existencia de una regulación de los factores de transcripción 
FoxO y del gen Ccng2 a lo largo del ciclo celular. En G0 PI3K está inactiva mientras que los factores 
FoxO están activos e inducen la expresión de ciclina G2. Este hecho sumado a la inducción de la 
expresión de p27Kip1 (Medema et al., 2000) y p130 (Kops et al., 2002) y a la represión de los genes de 
ciclinas D1 y D2 (Schmidt et al., 2002) mediada por esta familia de factores de transcripción, 
contribuye al mantenimiento de la quiescencia. En G1, la vía de señalización PI3K/PKB es activada por 
mitógenos, lo que lleva a la inactivación de los factores FoxO y a la consiguiente regulación negativa de 
la expresión de ciclina G2 y de los otros genes mencionados, facilitando así la salida de quiescencia. 
Finalmente, en la fase G2 del ciclo, la actividad transcripcional de las proteínas FoxO es requerida 
nuevamente ya que contribuye a regular la expresión de ciclina B y la proteína quinasa similar a Polo 
(Plk), proteínas esenciales para la ejecución de la mitosis y la salida de ciclo (Alvarez et al., 2001; Yuan 
et al., 2008). Es posible que la regulación positiva de ciclina G2 en estas fases tardías también 
contribuya a facilitar la salida de mitosis (Fig. D1). En relación con esta posible función, Bennin y col. 
observaron que tanto la expresión ectópica de ciclina G2 como la de las subunidades reguladora (B´) o 
catalítica (C) de PP2A inducen la aparición de núcleos aberrantes (fragmentados o multilobulados) que 
no se correspondían con apoptosis, sino más bien con una mitosis o citoquinesis alteradas (Bennin et 
al., 2002). Posteriormente Arachchige y col. observaron que ciclina G2 (endógena y ectópica) 
colocaliza con PP2A en los centrosomas y microtúbulos y que su expresión ectópica induce cambios en 
la estructura de los mismos y alteraciones secundarias en la mitosis y citoquinesis (Arachchige Don et 
al., 2006). Esto implicaría que ciclina G2 podría regular funciones asociadas a estas estructuras celulares 
y que podría dirigir a PP2A a los centrosomas, donde se ha visto que esta fosfatasa cumple importantes 
funciones (Amara et al., 1993; Cheng et al., 1998; Snaith et al., 1996). Debido a que la elevación de 
ciclina G2 en células no transfectadas es normalmente moderada y ocurre de manera transitoria 
durante la transición S/G2 (Horne et al., 1996; 1997 y el presente estudio), ciclina G2 podría estar 
implicada en la regulación de algunos procesos relacionados con el citoesqueleto necesarios para la 




Figura D1. Modelo de la regulación de la actividad de PI3K y de FoxO y de la expresión del gen Ccng2 a lo largo 
del ciclo celular. En G0 PI3K permanece inactiva. Los factores FoxO están activos e inducen la expresión de 
ciclina G2, p130 y p27Kip1, proteínas necesarias para el mantenimiento de la quiescencia, al tiempo que reprimen 
la expresión de ciclina D. Los estímulos mitogénicos activan PI3K a través de receptores Tyr-quinasa o de Ras. 
PI3K activa a PKB quien fosforila a FoxO, lo que detiene la transcripción de ciclina G2, p130 y p27Kip1 y favorece 
la expresión de ciclina D. Esto permite la entrada en fase G1. En la fase G2, la vía de PI3K está nuevamente 
inactiva, mientras que los factores FoxO se activan induciendo la expresión de ciclina B, Plk y ciclina G2, 
permitiendo de esta manera la correcta consecución de la mitosis. La línea azul muestra el perfil de activación de 
PI3K a lo largo del ciclo celular, mientras que la línea roja muestra el correspondiente a los factores FoxO. 
 
Como ya se ha mencionado, los factores de transcripción FoxO se encuentran activos en la fase 
G0 del ciclo donde regulan positivamente la expresión de p27kip1 y p130 (Medema et al., 2000; Kops et 
al., 2002), dos moléculas que son necesarias para el mantenimiento del estado quiescente. La 
observación de que las proteínas FoxO inducen la expresión de ciclina G2 en la fase G0, indica un 
mecanismo adicional por el cual los factores FoxO contribuyen al mantenimiento del estado 
quiescente. Se ha descrito que tanto la expresión ectópica como endógena de ciclina G2 induce 
detención del ciclo celular y que ésta ocurre en la fase G1 temprana (Horne et al., 1997; Bennin et al., 
2002; Kim et al., 2004; Arachchige Don et al., 2006; Chen et al., 2006; Le et al., 2007). Sin embargo, el 
mecanismo que media esta inhibición de la proliferación no es del todo conocido. Una hipótesis postula 
que los complejos ciclina G2/PP2A podrían defosforilar a algún miembro de la familia RB (Alberts et 
al., 1993; Soprano et al., 2006), impidiendo así la activación de CDK2 y la progresión del ciclo celular 




enzima que lleva a cabo dicha función contiene una subunidad reguladora diferente de la que se asocia 
a ciclina G2 (Voorhoeve et al., 1999; Bennin et al., 2002). No obstante, dado que la interacción de 
ciclina G2 con PP2A podría modificar la especificidad de sustrato de esta última, este sería un posible 
mecanismo de acción de ciclina G2. Además, se ha visto que la expresión ectópica de ciclina G2 induce 
una disminución de la actividad de CDK2 (Bennin et al., 2002; Le et al., 2007). Por lo tanto, los 
complejos ciclina G2/PP2A parece que inactivan a CDK2, ya sea de manera directa o indirecta. En 
definitiva, aunque el mecanismo por el que ciclina G2 induce detención del ciclo celular y mantiene el 
estado de quiescencia aún permanece desconocido, parece claro que esta ciclina es necesaria para tales 
funciones, ya que su disminución o su falta completa de expresión favorecen la proliferación y la 
transformación en varios tipos de tumores (Ito et al., 2003; Kim et al., 2004). 
 
II. C-MYC 
 A pesar de la función crítica que desempeña C-MYC durante el desarrollo normal de los tejidos 
y el efecto de su expresión desregulada en tumores, los mecanismos que gobiernan su expresión no han 
sido aún completamente descifrados. Durante el desarrollo de esta tesis hemos descubierto un factor 
nuclear (EMYCS) que interacciona con una secuencia que solapa con el elemento E2F del promotor de 
C-MYC. Este hecho no es de extrañar si tenemos en cuenta que dicho elemento solapa con los sitios de 
unión para otros factores de transcripción como ETS-1/2, STAT3, NFATc1, KLF11, METS y SMAD 
(Wierstra y Alves, 2008). Si bien EMYCS interacciona con algunos nucleótidos necesarios para la unión 
de E2F, nuestros datos indican que esta proteína es diferente de los factores E2F conocidos. En primer 
lugar, hemos observado que el nucleótido G en posición 8 es necesario para la unión de E2F pero no 
para la de EMYCS, lo que indicaría que las secuencias reconocidas por ambos factores son distintas. 
Más aún, el tamaño molecular estimado de EMYCS (105 kDa) es diferente del de la mayoría de los 
miembros de la familia E2F, si bien es similar al de E2F7 (alrededor de 100 kDa). A pesar de ello, ni los 
anticuerpos anti-E2F7 ni anticuerpos contra otros miembros de las familias de DP o E2F afectaron la 
formación del complejo EMYCS. Además, E2F7 es un represor transcripcional (de Bruin et al., 2003; Di 
Stefano et al., 2003) mientras que EMYCS activa la transcripción, como hemos demostrado. Por último, 
mientras que la mayoría de los miembros de la familia E2F interaccionan in vitro con los elementos 
E2F de los promotores de los genes C-MYB, DHFR, y E2F1 (Campanero et al., 2000), EMYCS solo se 





1. DETERMINACIÓN DE LA IDENTIDAD DE EMYCS 
 De los 6 factores de transcripción conocidos cuyos sitios de unión al promotor de C-MYC 
solapan con el sitio E2F, solo ETS-1/2, STAT3 y NFATc1 actúan como activadores transcripcionales 
(Wierstra y Alves, 2008), por lo que EMYCS podría corresponderse con alguno de ellos. Roussel y col. 
(Roussel et al., 1994) reportaron que ETS-1 y ETS-2 recombinantes se unen a un sitio ETS consenso 
que solapa con el elemento E2F del promotor P2 de C-MYC. Sin embargo, estos autores no 
demostraron dicha asociación con factores ETS endógenos, sino exclusivamente con proteínas 
recombinantes purificadas. Además, el alto peso molecular estimado para EMYCS sugiere que este 
factor no puede ser ETS-1 o ETS-2. Más aún, al emplear los sitios de unión de estos factores como 
oligonucleótidos competidores en ensayos EMSA, éstos no consiguieron interferir la unión de EMYCS 
a su sitio específico. Por lo tanto, aunque no puede descartarse que estos factores desempeñen algún 
papel en la regulación de la expresión de C-MYC a través del elemento E2F, parece que su aportación 
podría ser muy inferior a la de EMYCS o E2F.  
 De la misma manera, se ha reportado previamente que el elemento E2F del promotor P2 de C-
MYC presenta homología con los sitios de unión al ADN de los factores STAT y que el tratamiento de 
células HepG2 con interleuquina-6 induce la unión de STAT3 y la activación de C-MYC a través de su 
sitio E2F (Kiuchi et al., 1999). Sin embargo, la unión de EMYCS a su elemento no fue afectada ni por 
anticuerpos anti-STAT3 o anti-STAT5 ni por un exceso de dos oligonucleótidos que interaccionan con 
dichos factores. Más aún, la interacción de STAT con su sitio de unión al ADN usualmente requiere la 
activación de las células con citoquinas y/o quimioquinas (Buettner et al., 2002). En este sentido, a 
pesar de que se ha reportado que en la línea celular de linfoma de Burkitt DG75 no se observa 
activación basal de STAT-3 o STAT-5 (Weber-Nordt et al., 1996), nosotros hemos demostrado que 
EMYCS está presente en células DG75 y que se une al elemento E2F del promotor P2 de C-MYC, 
incluso en ausencia de cualquier tratamiento celular. Más aún, hemos observado que EMYCS es capaz 
de activar la transcripción en estas células así como en las líneas celulares U2OS, Mutu-1, Jurkat, y 293-
T en ausencia de estimulación. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que EMYCS se expresa de 
manera constitutiva en estas líneas celulares e interacciona con el ADN sin necesidad de estimulación 
de las células. Por consiguiente, EMYCS no parece corresponder a ningún miembro conocido de la 
familia STAT de factores de transcripción. 
 NFATc1 es otro de los factores activadores de la transcripción que se une y activa el promotor 
de C-MYC a través de un sitio que solapa con el elemento E2F (Buchholz et al., 2006). Observamos que 
la unión de EMYCS a este elemento no fue afectada ni por un antisuero dirigido contra un epítopo 
común a todos los miembros de la familia NFAT ni por un exceso de oligonucleótido correspondiente a 
un sitio de unión al ADN de NFAT. Por lo tanto, estos datos sugieren que EMYCS tampoco es un 




 Para identificar la o las proteínas presentes en el complejo EMYCS hemos llevado a cabo 
experimentos de purificación mediante cromatografía de afinidad empleando resinas conjugadas a 
oligonucleótidos que unen específicamente EMYCS. Desafortunadamente este factor se une de manera 
no específica a las resinas empleadas, incluso en ausencia de oligonucleótidos conjugados. Por lo tanto, 
todos nuestros intentos por determinar la identidad de los factores del complejo EMYCS no han dado 
resultado hasta la fecha. En consecuencia, otras aproximaciones experimentales serán necesarias para 
determinar la identidad de EMYCS. 
 
 
2. MECANISMOS DE CONTROL DE LA EXPRESION DE C-MYC DURANTE LA SALIDA DE 
QUIESCENCIA. 
 Hemos observado que EMYCS es un factor ubicuo que se comporta como activador 
transcripcional en todas las líneas celulares estudiadas, por lo que podría participar en la activación del 
promotor de C-MYC durante la salida de quiescencia. Varios autores han descrito que E2F expresado 
de manera ectópica es capaz de activar la transcripción de C-MYC (Oswald et al., 1994; Majello et al., 
1995). Sin embargo, nuestros datos sugieren que la activación de este gen podría ser independiente de 
la unión de los factores E2F endógenos a su sitio consenso, ya que éstos no son capaces de activar un 
gen reportero de luciferasa que está bajo el control del mutante del sitio E2F de C-MYC que une 
específicamente E2F, pero no EMYCS (E2Fmyc-E2F). Ahora bien, sabemos que esta secuencia es 
funcional, puesto que la expresión ectópica de E2F1 induce la actividad luciferasa cuando el ADNc de 
esta enzima se halla bajo el control de dicha secuencia mutante. Por otra parte, los factores E2F 
endógenos no parecen capaces de actuar a través del sitio de unión específico para EMYCS, dado que la 
expresión forzada de E2F1 no es capaz de estimular la actividad luciferasa a través de este sitio. Por lo 
tanto, el hecho de que E2F active la transcripción de C-MYC en los sistemas previamente descritos por 
otros autores podría deberse a un efecto mediado por altos niveles de E2F como consecuencia de su 
expresión ectópica pero no ocurrir en condiciones fisiológicas. En consecuencia, todas estas 
observaciones nos abren nuevas puertas para entender con más precisión la regulación de la expresión 
de C-MYC en la transición G0/G1. 
 Como ya se ha mencionado, C-MYC no se expresa en células quiescentes, pero los niveles de su 
ARNm aumentan rápidamente tras la inducción de la proliferación celular (Kelly et al., 1983). Para 
estudiar la regulación de la expresión de este gen en la transición G0/G1 hemos empleado linfocitos T 
de sangre periférica. Estas células constituyen un modelo excelente para estudiar la salida de G0 ya que 
se encuentran presentes en la sangre en estado quiescente (G0), pero su entrada en la fase G1 puede 
inducirse fácilmente y de forma sincronizada mediante distintos estímulos (Firpo et al., 1994). Nuestros 
resultados sugieren que, al igual que ocurre en células en crecimiento exponencial, la inducción de la 
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expresión de C-MYC en células T tras la salida de quiescencia es independiente de la interacción de 
E2F con su sitio de unión en el promotor P2, ya que no hemos detectado aumento de actividad 
luciferasa al utilizar el mutante del promotor que une específicamente E2F. Por el contrario, en estas 
circunstancias se produce activación del promotor silvestre y del mutante específico que une EMYCS 
pero no E2F. Además, la inducción de la interacción de EMYCS con su sitio de unión en el ADN 
coincide temporalmente con la inducción de la expresión de C-MYC, por lo que EMYCS podría ser el 
factor o, al menos, uno de los factores que inducen la transcripción de C-MYC durante la salida de 
quiescencia.  
 Debido a que la secuencia de unión al ADN de EMYCS se superpone con el elemento E2F, la 
formación del complejo EMYCS debería de ser mutuamente excluyente con la unión de las proteínas 
E2F al promotor de C-MYC. Se ha descrito en modelo de ratón que tanto en células quiescentes de 
hígado como en la línea celular C2C12 de mioblastos, el promotor de C-MYC es ocupado por complejos 
E2F4/p130/co-represores. Cuando se activa la proliferación de estas células, los complejos co-represores 
se separan del promotor de C-MYC, mientras que el complejo E2F4/p130 permanece unido al 
promotor, incluso varias horas después del estímulo inductor (Baek et al., 2003; Rodriguez et al., 2006). 
Esto podría sugerir que el elemento E2F no participa en la activación del promotor de C-MYC ya que la 
presencia de los complejos E2F4/p130 impediría la unión de factores de transcripción activadores a este 
sitio. Estas observaciones discreparían con nuestros resultados obtenidos en linfocitos T que sugieren 
que la activación del promotor de C-MYC depende, al menos en parte, del sitio E2F. Una posible 
explicación de lo que ocurre en hepatocitos o mioblastos de ratón podría ser que la disociación de los 
co-represores tras la activación celular suprimiera la represión del promotor de C-MYC a través del 
sitio E2F y permitiera su activación en la transición G0/G1 por otros factores de transcripción que 
interaccionan con elementos que no solapan con dicho sitio. De hecho, en células C2C12, la 
inactivación de HDAC1 y su disociación de los complejos E2F4/p130 está mediada por β-catenina, una 
proteína activada por la ruta de Wnt (Baek et al., 2003). β-catenina activa además Pitx2 (Kioussi et al., 
2002), otro factor de transcripción que activa el promotor de C-MYC por unión a un sitio que no solapa 
con el elemento E2F (Baek et al., 2003). Por lo tanto, podría ocurrir que, una vez que el promotor de C-
MYC ha dejado de ser reprimido por HDAC1, su activación en células C2C12 podría depender más de 
la actividad de Pitx2 que del sitio E2F. En consecuencia, la ocupación del sitio E2F por los complejos 
E2F4/p130 podría no tener efecto negativo sobre la transcripción de C-MYC en esta línea celular.  
 El grupo de Rodriguez y col. ha descrito además que en hepatocitos de ratón la transcripción 
del gen C-MYC se activa a los 30 minutos de la aplicación del estímulo inductor (Rodriguez et al., 
2006). Si bien nosotros no hemos estudiado la expresión de este gen a tiempos tan cortos, la inducción 
tan temprana de la expresión de C-MYC observada por este grupo podría diferir igualmente de lo que 
ocurre en linfocitos T, ya que este tipo celular presenta una cinética de entrada y transición a través de 




la fase S (Rowell y Wells, 2006). Así, es posible que en células T la activación de la expresión de C-
MYC se produzca de forma más tardía que en hepatocitos de ratón y tenga lugar a través de un 
mecanismo diferente, como ya se ha discutido. 
 
 
3. MODELO DE ACTIVACIÓN DE C-MYC  EN LA TRANSICIÓN G0/G1 
 Hasta la fecha se sabe que en células quiescentes, en las que C-MYC no se expresa, su promotor 
estaría reprimido por los complejos E2F/familia RB/co-represores (Albert et al., 2001; Harbour y Dean, 
2000; Baek et al., 2003; Rodriguez et al., 2006). La estimulación de estas células con mitógenos induce 
rápidamente la transcripción de C-MYC (Facchini y Penn, 1998; Marcu et al., 1992). En consecuencia, 
es de esperar que factores de transcripción de respuesta inmediata/temprana activen el promotor de 
este gen en tales circunstancias. Para que esta inducción tenga lugar, la represión mediada por los 
complejos E2F/familia RB/co-represores debería cesar en la transición G0/G1. Se ha descrito que los 
complejos ciclina C/CDK3 fosforilan a la proteína pRB en la transición G0/G1 (Ren y Rollins, 2004), 
por lo que esta fosforilación podría suprimir al menos parcialmente, la represión del promotor de C-
MYC durante la salida de quiescencia y favorecer la unión de factores de transcripción activadores. 
Teóricamente, la unión de factores E2F activadores a su sitio consenso en el promotor P2 de C-MYC 
podría facilitar la activación de este promotor en la transición G0/G1. Sin embargo, aunque estos 
factores son capaces de estimular la transcripción de C-MYC (Oswald et al., 1994; Majello et al., 1995), 
no parece que sean los inductores principales de este gen en la salida de quiescencia ya que los factores 
E2F activadores no estimulan la transcripción hasta la transición G1/S, cuando las proteínas de la 
familia RB han sido inactivadas completamente por hiperfosforilación. Por lo tanto, otros factores 
distintos de E2F deberían ser los responsables de la activación de C-MYC en la transición G0/G1. 
Nosotros proponemos que este evento estaría regulado, al menos en linfocitos T, por la unión de 
EMYCS al sitio E2F y la consiguiente exclusión de los complejos represores E2F/familia RB del 
promotor (Fig. D2). Además, EMYCS podría no solo evitar la represión por los complejos E2F/familia 
RB por competición, sino que incluso podría estimular la transcripción de C-MYC. En concordancia 
con este modelo, C-MYB, otro gen de expresión temprana que presenta un sitio E2F en su promotor, es 
inducido por un factor que no pertenece a la familia E2F pero que interacciona con un elemento que 
solapa parcialmente con el sitio de unión para los miembros de esta familia (Campanero et al., 1999). 
Por lo tanto, parece que la ocupación de sitios E2F por factores que no pertenecen a dicha familia 
podría ser un mecanismo común para la activación de algunos genes con sitios E2F cuando los 
miembros de RB aún se encuentran activos. De todas maneras, al igual que lo que ocurriría en 
hepatocitos o mioblastos de ratón, no se podría descartar igualmente la contribución de factores de 
transcripción que se unan a sitios distales, por ejemplo AP-1, NFkB o STAT4, los cuales podrían 
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contribuir a superar la represión mediada por los complejos E2F/RB/co-represores permitiendo así la 
activación de C-MYC. 
 
 
Figura D2. Modelo propuesto para la regulación transcripcional de C-MYC por los factores E2F y EMYCS a través 
del sitio E2F. (A) E2F regula negativamente el promotor de C-MYC durante G0 a través de su asociación con 
miembros de la familia RB y co-represores reclutados. (B) Estímulos que inducen la salida de quiescencia podrían 
provocar la supresión de la represión del promotor de C-MYC por los complejos E2F/familia Rb/co-represores. En 
concreto, la unión de EMYCS al elemento E2F de dicho promotor podría competir la interacción de los complejos 
E2F-familia RB-correpresores con el ADN e inducir, además, la activación transcripcional del gen C-MYC, sin 
necesidad de que los miembros de RB se disocien de E2F.  
 
Por último, nuestros hallazgos pueden ser relevantes para el posible papel de la sobreexpresión de C-
MYC en cáncer. Hemos observado que EMYCS es un factor aparentemente ubicuo que se comporta 
como activador transcripcional en todas las líneas celulares estudiadas, por lo que podría participar en 
la activación constitutiva del promotor de C-MYC en células tumorales. Ya que EMYCS sería necesario 
para la activación del gen C-MYC durante la salida de quiescencia, es posible que la expresión 
excesivamente elevada o la expresión de una forma superactiva de este factor pudiera contribuir en 
algunos casos a la sobreexpresión de C-MYC observada en múltiples tumores. Por lo tanto, sería de 
gran importancia identificar el/los factores presentes en EMYCS para determinar su papel en la 





















































1- La expresión del ARNm de ciclina G2 varía a lo largo del ciclo celular, presentando niveles elevados 
en las fases G0 y G2 y una marcada reducción de su expresión al entrar las células en la fase G1.  
2- Los factores de transcripción FoxO inducen la expresión del gen Ccng2 y son capaces de activar su 
promotor.  
3- El promotor del gen Ccng2 presenta motivos consenso de unión a los factores FoxO que unen 
FoxO3a tanto in vitro como in vivo. 
4- La regulación negativa de los niveles de ARNm de ciclina G2 en la fase G1 del ciclo celular requiere 
la activación de la ruta de señalización PI3K/PKB y la consiguiente inactivación de los factores FoxO. 
5- El elemento E2F del promotor P2 de C-MYC une un factor referido en este estudio como EMYCS 
(E2F C-MYC Specific), que no interacciona con el elemento E2F de otros promotores. 
6- Los residuos de contacto de EMYCS con el ADN en el promotor de C-MYC solapan pero son 
diferentes de aquellos requeridos para la unión de las proteínas E2F.  
7- EMYCS no corresponde a ningún factor conocido de la familia E2F, ni a otros factores de 
transcripción cuyos sitios de unión al ADN solapan con el elemento E2F del promotor P2 de C-MYC. 
8- EMYCS tiene un peso molecular estimado de 105 kDa y se detecta en una amplia variedad de líneas 
celulares. 
9- EMYCS tiene capacidad estimuladora de la transcripción y parece necesario para inducir la 
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Although C-MYC is overexpressed in a number of tumors, the
mechanisms governing its expression in normal or tumor cells are
not completely understood. Recruitment of the Retinoblastoma
protein family members to gene promoters by E2F factors has
a dominant negative effect on their activity during the G0 and
G1 phases of the cell cycle. Despite the presence of an E2F-binding
site on the C-MYC promoter, it escapes the repressive effect of
E2F–Retinoblastoma complexes through unknown mechanisms
during exit from quiescence. We hypothesized that occupancy of
E2F elements by factors distinct from E2F might account for this
escape. To test this hypothesis, we investigated whether the E2F
element in the C-MYC promoter is regulated differently than E2F
elements in promoters that are activated at the G1–S transition.
Employing gel shift analysis, the E2F element from the C-MYC
promoter was found to form a unique non-E2F complex, referred
to as E2F C-MYC Specific (EMYCS), which is not observed with
E2F elements from several other promoters. The DNA contact
residues for EMYCS are distinct but overlapping with residues
required for binding of E2F proteins. Finally, the approximate
estimated molecular weight of the DNA-binding component of
EMCYS is 105 kDa. Functional studies indicate that EMYCS
has transcriptional transactivation capacity and suggest that it
is required to activate the C-MYC promoter during exit from
quiescence.
Introduction
The C-MYC proto-oncogene has been implicated in the development
of a large number of human tumors (1). Tumoral transformation by
C-MYC can take place as a consequence of its overexpression, even
in the absence of mutations in its coding region (2). Chromosomal
translocations or genomic amplification account for deregulated
C-MYC expression in a number of tumors (3), but other studies in-
dicate that the increase of C-MYC expression in colon and breast
carcinomas is rarely due to genomic amplification or translocation
(4). These studies are consistent with others showing that deregulated
C-MYC expression precedes its own amplification and genomic
destabilization (5,6). Moreover, it has been proposed that genomic
destabilization is one of the mechanisms involved in C-MYC induc-
tion of many tumors (6,7,8,9,10).
The mechanisms governing C-MYC expression are yet poorly un-
derstood because regulation of its promoter is extremely complex
with a lot of redundancy, many feedback loops and involvement of
several cross-regulatory circuits (11). Its expression is barely detect-
able in quiescent cells, but it rapidly increases following the initial
signaling mediated by stimuli that induce cell proliferation (12). No-
tably, C-MYC induction by growth factors is mediated, at least partly,
by its E2F element (13).
The known regulatory elements in the C-MYC promoters are not
sufficient for C-MYC expression after stable transfection (14) or in
transgenic mice (15). Proper regulation of C-MYC expression requires
additional control elements located outside a 50 kb of contiguous
DNA sequences covering the human C-MYC coding region and
20 kb of flanking upstream and downstream sequences (16). Inser-
tion of the immunoglobulin k-intron and 3# enhancers downstream
from the coding region or insertion of the immunoglobulin heavy
chain enhancer El upstream from the P1 and P2 C-MYC promoters
activates C-MYC transcription (15,17).
The E2F family of transcription factors plays a pivotal role in cell
cycle regulation of gene expression. E2F factors are generally com-
posed of two structurally related subunits, termed E2F and DP. To
date, eight E2F subunits (E2F1 through E2F8) and three DP subunits
have been identified in mammalian cells (18). The members of the
Retinoblastoma family (pRb, p107 and p130) bind tightly to the
C-terminal transactivation domains of E2F1–E2F5, and this interaction
probably blocks their association with transcriptional co-activators
(19,20). Retinoblastoma family members, through their association
with E2Fs, also exert dominant-negative effects on promoter activity,
in part through their concomitant interaction with histone deacetylase
molecules, histone methylases and nucleosome-modifying protein
complexes (21).
The cell proliferation inhibitory properties of pRb family proteins
are regulated by phosphorylation (22). In quiescent or differentiated
cells, pRb family members are hypophosphorylated and the majority
of nuclear E2F factors are bound to pRb family proteins. When cells
are stimulated to proliferate, pRb family members become phosphor-
ylated at the G1–S transition and release free, presumably active E2F
(22). As a consequence of these events, most E2F-regulated genes are
activated at this stage of the cell cycle. However, although the C-MYC
gene contains an E2F element, it becomes promptly activated during
the exit from quiescence (12) and therefore much earlier than pRb
family proteins become phosphorylated and release free E2F. More-
over, C-MYC expression remains constitutive throughout the cell
cycle in subsequent cycles (23,24). Hence, C-MYC is able to largely
escape the dominant repressive action of pRb–E2F complexes during
the exit from quiescence through unknown mechanisms.
We hypothesized that occupancy of E2F elements by factors distinct
from E2F might account for this escape and we uncovered a nuclear
factor referred to as EMYCS (from E2F C-MYC-Specific complex)
that seems to be different from any known E2F family member. Our
functional results provide evidence that this factor is a transcriptional
activator that may be required to avoid the recruitment of pRb family
members to the C-MYC E2F site at early phases of G1 and to elicit
C-MYC promoter activation during exit from quiescence.
Materials and methods
Cell culture and preparation of nuclear extracts
X50-7, DG75, Mutu-1, Bjab, Jurkat, Molt-4, U937, HL-60 and K562 cells
were grown in RPMI 1640 medium, whereas U2OS, Saos-2, HeLa and
NIH-3T3 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium. Both
media were supplemented with 10% fetal bovine serum, penicillin, streptomy-
cin and glutamine. All cells were maintained at 37C in a humidified 5% CO2-
containing atmosphere. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were
obtained as described previously (25). Nuclear extracts were prepared as pre-
viously reported (26).
Abbreviations: Ab, antibody; EMSA, electrophoretic mobility shift analysis;
EMYCS, E2F C-MYC Specific; PBMC, peripheral blood mononuclear cells;
wt, wild-type.
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Electrophoretic mobility shift analysis
Gel shifts were performed with labeled double-stranded oligonucleotides
encompassing the E2F elements from the DHFR, E2F1, C-MYC, C-MYB
and CDC2 promoters (see supplementary data available at Carcinogenesis
Online). Binding reactions were performed as described previously (26).
Antibodies (Abs) against E2F1–E2F6 and p107 were purchased from Santa
Cruz Biotechnology (Sant Cruz, California). The anti-E2F7 polyclonal Abs
BCN4774, BCN4775 and BCN4776 recognize E2F7-A, E2F7-B or both iso-
forms, respectively, and were obtained from AntibodyBcn (Barcelona,
Spain). The anti-DP1 and anti-pRb N9 polyclonal rabbit Abs were described
previously (26).
Ultraviolet cross-linking experiments, methylation interference and chromatin
immunoprecipitation analysis
These assays were carried out essentially as described in refs (26,27,28),
respectively. Rabbit anti-p130 (Santa Cruz Biotechnology) was used for
chromatin immunoprecipitation.
Construction of vectors
pBG-LUC has been described previously (29) and was generated by cloning
the b-globin TATA box upstream from the luciferase gene in the pGL2-Basic
plasmid. Details on the construction of the wild-type (wt) version of
2xcmyc-BG-LUC and its mutant derivatives are provided in supplementary
data (available at Carcinogenesis Online). The generation of pEl-CMYC,
pGL2-CMYCwt, a DNA insert encompassing the C-MYC P1 and P2 pro-
moters (274 to þ66 relative to the P2 transcription start site), pEnh-
El-CMYC and their mutant derivatives is described in the supplementary
data (available at Carcinogenesis Online).
Transfections and reporter gene assays
U2OS, Saos2 and 293-T cells were transfected employing the calcium phos-
phate method (30) whereas DG75, Jurkat, K562 and Mutu-1 cells were trans-
fected by electroporation (30). Transfections included 5 lg of appropriate
luciferase reporter plasmid plus 1 lg of pCMV-bgal and 24 lg carrier plasmid
[Bluescript (Stratagene, La Jolla, California)].
PBMC cells were harvested and resuspended at a density of 1 108 cells/ml
in RPMI 1640 and, then, electroporated as described previously (31). Trans-
fected PBMC were splitted in two 35 mm diameter dishes, incubated in RPMI
with 10% FCS at 37C and activated or not with 5 lg/ml leucoagglutinin plus
50 units/ml interleukin-2 for 24 h. PBMC transfection included 40 lg
pEnh-El-CMYC reporter vectors and 5 lg pRL-SV40 (Promega, Madison,
California).
Results
The E2F element in the C-MYC promoter binds a unique factor that
does not interact with E2F elements from several other promoters
To address the possibility that the C-MYC E2F element is regulated
differently than E2F elements in promoters that are activated later in
the cell cycle, electrophoretic mobility shift analysis (EMSA) was
employed to compare the binding of nuclear factors to the E2F ele-
ment in the C-MYC promoter relative to that from genes that are
induced during S phase or the G1–S phase boundary (Figure 1). Em-
ploying nuclear extract from the non-transformed human lymphoblas-
toid cell line, X50-7, four major protein complexes are observed (I–
IV) using labeled E2F sites from the C-MYC and E2F1 promoters
(Figure 1C and D, respectively).
Fig. 1. Identification of a DNA-binding species that interacts solely with the E2F element within the C-MYC promoter. (A) Schematic representation of several
E2F-regulated cellular promoters. Arrows indicate the transcription initiation sites and black boxes represent E2F elements. (B) Alignment of E2F elements from
the E2F1, DHFR, CDC2, C-MYC and C-MYB promoters and the consensus E2F-binding site. Complex formation employing nuclear extracts from the
lymphoblastoid cell line, X50-7 and radiolabeled E2F elements from the C-MYC (E2Fmyc) (C) and E2F1 (E2F1-d) (D) promoters were analyzed by EMSA.
Reaction mixtures were preincubated in the absence (indicated as None) or in the presence of a 100-fold excess of the indicated unlabeled competitor
oligonucleotides. The position of complexes I–IV is indicated. DHFRwt, C-MYC, C-MYB and CDC2 denote oligonucleotides corresponding to the E2F sites
within the DHFR, C-MYC, C-MYB and CDC2 promoters, respectively. Oligonucleotides corresponding to the distal and proximal E2F sites found in the E2F1
promoter are indicated as E2F1-d and E2F1-p, respectively. DHFRmut indicates a mutant DHFR probe. The free E2Fmyc probe is indicated. Free probes in (D)
and the remaining figures along the manuscript corresponding to EMSA assays are not shown.
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These four complexes are apparently common to the E2F probes
derived from the DHFR, C-MYB and CDC2 promoters [(26) and data
not shown]. Competition experiments were performed to assess the
specificity of the protein–DNA interactions observed with the E2F site
from the C-MYC promoter and the E2F1-d element. Assays employing
a labeled C-MYC E2F element as a probe revealed that complexes I, II
and IV are competed by each of the E2F elements tested (Figure 1C).
However, complex III was only efficiently competed by a self-
oligonucleotide (Figure 1C, C-MYC competed lane), whereas it was
only partially competed by wt E2F elements from the other promoters
(Figure 1C). This result suggests that the C-MYC E2F site forms a spe-
cific complex (referred to here as EMYCS) that is unique to the C-MYC
E2F element and that migrates at the same position in EMSA assays
than other E2F-containing complexes also present in band III.
As a control for E2F binding in our assays, we could observe the
formation of complexes I–IV using labeled E2F1-d site as a probe. In
this case, the four complexes were completely and efficiently com-
peted by all other E2F elements tested, except when a mutant DHFR
element (DHFRmut) was used, indicating the presence of E2F or E2F-
related factors in complexes I–IV (Figure 1D).
EMYCS is not recognized by Abs against E2F and pRb family
members
It is well established that DP1 is a major component of the vast
majority of E2F–DNA complexes (22) and that E2F elements can
form complexes such as DP1–E2F4–p107 (complex I), DP1–
E2F–pRb (complex II) and one or more free DP1–E2F (complexes
III–IV) with nuclear extracts from asynchronous non-transformed cell
cultures (22,26,32). Accordingly, a DP1 Ab inhibits the formation of
most of these complexes when E2F-specific probes are used (26).
Employing X50-7 nuclear extracts and the C-MYC or the E2F1-d
probes, complexes I, II and IV were affected by an anti-DP1 Ab
(Figure 2A–D), whereas complexes I and II were inhibited by anti-
p107 and anti-pRb Abs, respectively (Figure 2A and C). Additionally,
formation of complexes I and IV was inhibited by anti-E2F4 and anti-
E2F5 Abs, respectively (Figure 2B and D). These data suggest that
complexes I, II and IV formed with the C-MYC probe are similar to
those obtained with other E2F elements contained in other promoters.
In these experiments, complex III exhibited again a unique be-
havior when the C-MYC probe was used. Thus, an anti-E2F4 Ab
barely affected its formation with the C-MYC probe (Figure 2B), but
completely inhibited its appearance with the E2F1-d (Figure 2D), or
with other probes such as DHFR, C-MYB or E2F1-p [(26) and data
not shown].
It is clear that the E2F-1, -2, -3, -6 and -7 Abs did not significantly
affect formation of complexes I–IV with the E2Fmyc or E2F1-d
probes (Figure 2B and D and supplementary Figure 1A is available
at Carcinogenesis Online). To demonstrate that this negative result
was not due to the fact that these Abs did not work in our EMSA
assays, we carried out supershift assays incubating these Abs with
nuclear extracts from E2F-1, -2, -3, -6 or -7-transfected cells. All Abs
were able to specifically supershift or inhibit formation of their cor-
responding E2F complexes (supplementary Figures 1 and 2 are avail-
able at Carcinogenesis Online). Hence, the lack of effect of these Abs
in our EMSA assays is probably due to low relative abundance of
these proteins in nuclear extracts from the employed cells rather than
to inability of these Abs to function in this type of assay.
Because complex III formation with the C-MYC probe was barely
affected by other E2F-binding oligonucleotides, by the anti-E2F4 Ab
or by any other anti-E2F Abs, it is very likely that although this
complex might contain some DP1–E2F4, its major protein component
(EMYCS) is a factor distinct from known E2F family members.
Relative molecular weight estimation of EMYCS DNA-binding
components
Because EMYCS binds the E2Fmyc probe but not the other E2F
probes tested, we hypothesized that, by using ultraviolet (UV)
cross-linking, we might uncover a protein as a constitutive component
of E2Fmyc probe-associated complex III that would not be present in
the complex III formed with the other E2F probes. UV cross-linking
of complex III on the C-MYC E2F element revealed a strong and
specific 105 kDa band that was not observed in the complex III
formed with the DHFR and C-MYB elements (Figure 2F and data
not shown). Additional proteins with estimated molecular weights
close to 55 kDa were also observed associated to complex III on
the E2Fmyc probe, but proteins with similar apparent masses were
Fig. 2. Identification of E2F or pRb family members in E2Fmyc and E2F1-d
protein–DNA complexes. Binding reactions were performed using X50-7
nuclear extracts and either E2Fmyc (A and B) or E2F1-d (C and D) probes.
Extracts were preincubated in the absence (None) or in the presence of Abs
against the indicated proteins for 20 min prior to addition of the labeled probes.
Control denotes a DP1 preimmune rabbit polyclonal Ab. The position of
complexes I–IV is indicated. (E) Summary of the results shown in panels A–D
detailing the composition of specific complexes formed with the E2Fmyc
probe. (F) Relative molecular weight estimation of DNA-binding components
of complexes formed with the E2Fmyc and E2Fmyb probes. UV cross-linking
analysis of complexes I–IV was performed employing X50-7 nuclear extracts
and bromodeoxyuridine-substituted E2Fmyc and E2Fmyb probes. Following
native gel electrophoresis, the gel was irradiated with UV light, and the
indicated complexes were excised from the gel. Labeled proteins in the excised
bands were then separated by electrophoresis in a sodium dodecyl sulfate-10%
polyacrylamide gel. The gel mobility of prestained protein molecular weight
markers following compensation for the size of the cross-linked probes (11
kDa) is indicated in kilodaltons. Arrows indicate the positions of EMYCS and
that of a 25 kDa band that is common to all lanes and probes.
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also found with complex III on the other E2F probes (Figure 2F and
data not shown). These data strongly suggest that the 105 kDa band
probably represents a major DNA-binding component of EMYCS.
We also performed UV cross-linking experiments using the Burkitt’s
lymphoma cell line, DG75, and like the results obtained with X50-7
extracts, a 105 kDa band was detected that was probably attributable
to a factor in the EMYCS complex (data not shown). Several other
bands were observed with complexes I–IV, most of which were in the
range of the molecular weights for known E2F species (45–65 kDa)
employing the E2Fmyb probe (Figure 2F). A 25 kDa band was
observed that appeared to be common to every probe and each of
the other complexes tested (Figure 2F, pointed with a short arrow).
EMYCS factors recognize a distinct nucleotide sequence than E2F-
containing complexes
To further analyze EMYCS, we used methylation interference analy-
sis to compare the nucleotide-binding specificity of this complex with
that of complexes known to contain only E2F. Our results showed that
methylation of the G residue at position 8 did not affect binding of
EMYCS but it interfered with the binding of E2F-containing com-
plexes (Figure 3A). No differences in the methylation interference
patterns were observed between any complex employing the antisense
strand, probably due to a dearth of G and A residues. A summary of
the nucleotides required for binding of the different complexes is
shown in Figure 3B.
We used this information to design mutated oligonucleotides that
interact with EMYCS, but not with E2F (E2Fmyc-sp) by specifically
replacing nucleotide at position 8 (G–T), as indicated in Figure 3C
(myc-sp). Oligonucleotides that could bind E2F, but not EMYCS
(E2Fmyc-E2F), or oligonucleotides unable to interact with any factor
(E2Fmyc-null) were also designed. The sequence of the mutated oli-
gonucleotides is indicated in Figure 3C.
Complex formation employing X50-7 nuclear extracts and the
wild-type E2Fmyc probe (E2Fmyc-wt) was competed with a
Fig. 3. EMYCS and E2F complexes interact with overlapping DNA sequences. (A) Methylation interference analysis of complexes I–IV was performed
employing X50-7 nuclear extracts and the E2Fmyc probe. The sequence of the sense and antisense strands is indicated adjacent to the gel. Triangles, diamonds and
squares indicate bases whose methylation completely (filled) or partially (empty) blocked formation of complexes I and II (triangles), III (diamonds) and IV
(squares). The cleavage pattern observed with an unbound probe (F) is also shown. (B) Summary of methylation interference analysis shown in A. (C) Sequence of
wt and mutant E2Fmyc probes. For each mutant, alterations relative to the wt sequences are indicated by dots. (D–F) Complexes formed between X50-7 nuclear
factors and radiolabeled E2Fmyc-wt (D), E2Fmyc-sp (E) and E2Fmyc-E2F (F) probes were analyzed by EMSA. Reaction mixtures were incubated in the absence
(indicated as None) or in the presence of a 100-fold excess of the indicated unlabeled competitor oligonucleotides. The position of complexes I–IV is denoted.
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self-oligonucleotide (wt), but not with the E2Fmyc-null (null) mutant
(Figure 3D). Notably, the E2Fmyc-sp oligonucleotide (sp) inhibited
formation of complex III, but did not affect complexes I, II and IV
(Figure 3D). In contrast, the E2Fmyc-E2F oligonucleotide (E2F)
inhibited complexes I, II and IV, but did not affect complex III
appearance (Figure 3D).
Complex formation employing the E2Fmyc-sp probe rendered only
one retarded complex that migrated with a mobility of complex III
and whose formation was inhibited by E2Fmyc-wt and E2Fmyc-sp,
but not by E2Fmyc-E2F or E2Fmyc-null (Figure 3E). In addition, the
E2F element from the DHFR promoter (which only interacts with
E2F) did not compete binding of EMYCS to the E2Fmyc-sp probe
(data not shown). Competition by the wt C-MYC E2F oligonucleotide
was less effective than that by E2Fmyc-sp. Because the E2Fmyc-sp
does not bind E2F proteins, it may be a better competitor than the wt
E2F site. Alternatively, the substitution at position 8 may have spe-
cifically increased the affinity of EMYCS binding.
As expected, E2Fmyc-E2F formed complexes I, II, III and IV
(Figure 3F) and binding of each of these complexes was specifically
competed by E2Fmyc-E2F and by E2Fmyc-wt. On the other hand,
E2Fmyc-sp and E2Fmyc-null did not affect binding of these com-
plexes to E2Fmyc-E2F (Figure 3F).
Binding of free E2F-5 (complex IV), as well as that of EMYCS,
was ablated by methylation of the G residue at position 10, whereas
binding of the majority of E2F species found in the pRb (II) and
the p107 (I) complexes was unaffected by methylation of this residue.
At this time, it is not possible to distinguish whether this variation
represents the difference in E2F subunit composition between com-
plexes I and II versus complex IVor whether the association with pRb
family members alters the binding specificity of E2F proteins.
In summary, the factors present in EMCYS seem to be different
from any known E2F family member because the DNA contact res-
idues for EMYCS are distinct but overlapping with residues required
for binding of E2F proteins; the approximate molecular weight of the
DNA-binding component of EMCYS is 105 kDa, which is much
larger than that of activator E2Fs; none of the anti-E2F or anti-DP
Abs affected its interaction with the C-MYC E2F site and it did not
bind to other E2F elements.
Analysis of EMCYS complex function in C-MYC promoter regulation
Employing mutant or wt oligonucleotide probes, we observed that
EMYCS was significantly expressed in nuclear extracts from every
cell line tested to date, including 14 human cell lines from different
tissues and mouse NIH-3T3 cells (Figure 4A and data not shown),
suggesting that it might be ubiquitously expressed. Differences in
the intensity of the bands are not probably due to differences in
EMYCS abundance or affinity for the probe because relative com-
plex abundance varied slightly among experiments for each cell line
(data not shown).
To assess the role of EMYCS on C-MYC promoter activity and the
capacity of this factor to interact in vivo with the C-MYC E2F element,
we generated luciferase reporter plasmids (2xcmyc-BG-LUC) con-
taining a TATA box and two copies of the C-MYC E2F element
(wt) (see Figure 4B and experimental procedures). We also employed
E2F sites that contained the point mutations indicated in Figure 3C
to create reporter plasmids with E2F elements that interacted
only with E2F (E2F), only with EMYCS (sp) or with no factor (null).
Fig. 4. EMYCS is expressed in a broad range of cell lines and elicits
transactivation of a minimal luciferase reporter plasmid. (A) Complex
formation employing the radiolabeled E2Fmyc-sp probe and nuclear extracts
from the lymphoblastoid cell line, X50-7, the Burkitt’s lymphoma DG75 and
Mutu-1, the B-cell lymphoma Bjab, the T-cell leukemic Jurkat and Molt-4,
the myeloid U937 and HL60, the erythromyeloid K562, the osteosarcoma
U2OS and Saos-2, the cervix carcinoma HeLa and the mouse fibroblast NIH-
3T3 cell lines was analyzed by EMSA. Nuclear extracts were prepared from
asynchronously growing cells. The arrow indicates the position of EMYCS.
(B) Schematic representation of the reporter plasmids used. Two copies of
the wt E2F site from the C-MYC promoter or its mutant derivatives that
interact only with E2F (E2F), only with EMYCS (sp) or with none of them
(null) were cloned immediately upstream from the b-globin TATA box in
pBG-LUC. (C) The indicated 2xcmyc-BG-LUC plasmids were cotransfected
with pCMV-bgal in asynchronously growing DG75, U2OS, Jurkat, K562,
Mutu-1 and 293-T cells. Forty hours later, cell extracts were prepared and
luciferase and b-galactosidase assays were performed. Luciferase values
were normalized for b-galactosidase activity and represent the means of at
least four different experiments. The luciferase activity is shown relative to
that of the null construct. (D) The indicated 2xcmyc-BG-LUC plasmids were
cotransfected with pCMV-bgal in asynchronously growing Saos-2 cells in
the presence (þ) or the absence () of plasmids encoding DP1 and E2F1.
Forty hours later, cell extracts were prepared and luciferase and b-
galactosidase assays were performed. Luciferase values were normalized for
b-galactosidase activity and represent the means of at least four different




These luciferase reporter plasmids were transfected in different
cell lines, and the luciferase activity of cell extracts was measured
to assess the respective transactivation capacity of each factor. As
shown in Figure 4C, the wt sites and the mutant elements that
could only interact with EMYCS (sp) both elicited 6–14 times more
luciferase activity than the mutant that could bind no factors (null)
in every cell line. Luciferase activities using the mutant reporter
driven only by E2F (E2F) and the null mutant (null) were almost
identical (Figure 4C). These results suggest that EMYCS binds
in vivo to the C-MYC E2F site, that it has transcriptional transactiva-
tion activity and that it might be a C-MYC promoter transactivator.
To assess that E2F factors only bind in vivo to the wt E2Fmyc
element and the site mutated to interact only with E2F (E2F), but
not with the mutated elements that interacted in vitro with no factor
(null) or only with EMYCS (sp), we cotransfected the above men-
tioned luciferase reporters with or without plasmids encoding E2F1
and DP1. Our results clearly indicate that E2F1 activated the Myc-wt
and Myc-E2F reporters, but not the Myc-sp or Myc-null reporters
(Figure 4D). These data strongly support that E2F factors are unable
to interact in vivo with the E2Fmyc site mutated to interact only with
EMYCS.
Regulation of C-MYC expression requires additional unidentified
control elements located outside the known regulatory sequences
(16). Because insertion of immunoglobulin enhancers downstream
from the coding region and upstream from the P1 and P2 C-MYC
promoters mimicked endogenous C-MYC transcription regulation
(15,17), we constructed a vector with the El enhancer cloned directly
upstream from these promoters in the pGL2-Enhancer vector. It is
important to note that this vector contains the SV40 enhancer down-
stream from the luciferase gene (see Figure 5B and experimental
procedures).
The wt (Myc-wt) and mutant derivative pEnh-El-CMYC plas-
mids whose E2F element could interact only with E2F (Myc-E2F),
only with EMYCS (Myc-sp) or with none of these factors (Myc-
null) were transfected in peripheral blood T cells. Most of these cells
are quiescent and do not express C-MYC, but they readily activate
C-MYC messenger RNA and protein expression and enter the cell
cycle following stimulation [Figure 5A and (12)]. The luciferase
activity from resting and stimulated cells was measured to assess
the respective transactivation capacity of each factor following
T-cell activation. As shown in Figure 5C, the reporter plasmids that
contained a wt E2F site (Myc-wt) or a mutant site that interacted
only with EMYCS (Myc-sp) were activated 5- to 6-fold following
T-cell stimulation, whereas reporter plasmids that contained mutant
E2F sites that interact only with E2F (Myc-E2F) or with no factor
(Myc-null) were barely activated. The vector that contained both
Fig. 5. Activation of the C-MYC promoter by EMYCS through the E2F
element during exit from quiescence. (A) Whole-cell extracts were prepared
from peripheral blood T cells activated for the indicated periods of time with
leucoagglutinin plus interleukin-2 to exit from quiescence. These extracts
were fractionated on an 8% sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel
electrophoresis, transferred to a nitrocellulose membrane and probed with
either the 9E10 anti-C-MYC (top panel) or the DM 1A anti-tubulin (bottom
panel) monoclonal Abs. (B) Schematic representation of the reporter
plasmids used (pEnh-El-CMYC). A DNA fragment comprising the El
enhancer followed by a DNA insert encompassing the C-MYC P1 and P2
promoters, but excluding the purine-rich strand and the pausing-related
sequences, was cloned into a pGL2 vector that carries the SV40 enhancer
downstream from the luciferase gene. Reporter vectors with a wt E2F
element as well as vectors with a mutated E2F site that interacted only with
E2F, only with EMYCS or with none of them were also generated. (C) The
indicated pEnh-El luciferase reporter plasmids-containing wt (Myc-wt) or
mutant E2F elements that interact only with E2F (Myc-E2F), only with
EMYCS (Myc-sp) or with none of them (Myc-null) were cotransfected with
pRL-SV40 into PBMC. A reporter plasmid that contained both enhancers but
no C-MYC promoter was also employed (Mock). Following transfection,
cells were splitted and either activated for 24 h with leucoagglutinin plus
interleukin-2 to exit from quiescence (þ) or left untreated (). Firefly and
Renilla luciferase activities were measured in cell extracts from both
activated and untreated cells. Luciferase values for each indicated reporter
plasmid are shown relative to untreated cells. The mean and SD of three
independent experiments is shown. (D) Complex formation employing
nuclear extracts from peripheral blood T cells activated as in (A) for the
indicated periods of time and the radiolabeled E2Fmyc-sp probe was
analyzed by EMSA. The arrow indicates the position of EMYCS. (E) Resting
(0 h) and activated (16 h) T cells were analyzed by chromatin
immunoprecipitation with an anti-p130 Ab. Different dilutions of input
chromatin DNA (Input) or DNA extracted from chromatin
immunoprecipitated with the anti-p130 Ab were subjected to polymerase
chain reaction amplification using oligonucleotides flanking the proximal
C-MYC promoter and containing the E2F site (C-MYC) or oligonucleotides
for the 3#-UTR of the BMP7 gene (BMP7). The products separated by
agarose gel electrophoresis are shown.
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enhancers, but no C-MYC promoter, was not activated following
T-cell stimulation (Figure 5C). Hence, only the C-MYC promoter
constructs that contained the wt E2F site or the mutated site that
interacted with EMYCS, but not with E2F, were activated in vivo
during exit from quiescence.
Nuclear extracts were prepared from peripheral blood T cells
stimulated for different periods of time and the interaction of these
extracts with the E2Fmyc-sp probe was assessed by EMSA. As
shown in Figure 5D, EMYCS was almost undetectable in resting
cells, but its binding significantly increased 12 h after cell activation
and maximal binding was observed 18–24 h following exit from
quiescence. The pRb family member p130 is a transcriptional re-
pressor that is usually associated to E2F elements during quiescence.
Chromatin immunoprecipitation assays clearly show that binding of
p130 to the E2Fmyc site decreased 16 h after lymphocytes stimula-
tion (Figure 5E). Together, our results strongly suggest that the E2F
element plays a crucial role during activation of the C-MYC
promoter in cells coming out of quiescence and that interaction of
EMYCS with this element is required to achieve full activation of
the promoter in these cells.
Discussion
C-MYC expression activation by growth factors is mediated, at least
partly, by its E2F element (13) through unknown mechanisms. Be-
cause induction of C-MYC expression takes place much earlier than
p130 is phosphorylated and free E2F is released, we hypothesized that
occupancy of the E2F site by factors distinct from E2F might allow
this element to escape from the repressor activity of the E2F–p130
complexes. We have discovered a nuclear factor (EMYCS) that inter-
acts with the E2F site from the C-MYC promoter that is unique and
distinct from known E2F family members. We also provide evidence
that this novel factor is a transcriptional activator that might be re-
quired to avoid the recruitment of pRb family members to the C-MYC
E2F site at early phases of G1 and to elicit C-MYC promoter activation
during exit from quiescence.
Although EMYCS interacts with nucleotide residues that partially
overlap with those required for E2F binding, all our data indicate that
this factor is different from known E2F factors. There is a G nucle-
otide (G8) that is required for E2F binding but not for EMYCS bind-
ing, indicating that nucleotide recognition sequences are different for
EMYCS and E2F factors. Furthermore, the estimated molecular size
of EMYCS (105 kDa) is different from most E2F family members,
although it is similar to that of E2F7. However, E2F7 is a transcrip-
tional repressor (33,34) while EMYCS has transcriptional transacti-
vation capacity, as we show herein. In addition, neither anti-E2F7 nor
Abs to other DP or E2F family members affected formation of the
EMYCS complex. Finally, while most E2F family members interact
with the E2F elements from the C-MYB, DHFR and E2F1 promoters
in vitro (J.A´lvaro-Blanco, L.Martı´nez-Gac, E.Calonge, M.Rodrı´guez-
Martı´nez, I.Molina-Privado, J.M.Redondo, J.Alcamı´, E.K.Flemington
and M.R.Campanero, unpublished data), EMYCS only binds to the
C-MYC E2F site.
At this time, the identities of factors in the EMYCS complex re-
main to be determined. It was previously reported that recombinant
ets-1 and ets-2 bind to the C-MYC E2F element (35). In that study,
however, no experiments were shown in which ets-1- or ets-2-
containing complexes were detected employing cell extracts. More-
over, the high molecular weight estimated for EMYCS suggests that
this factor is not ets-1 or ets-2. Finally, employing ets-1- and ets-2-
binding sites in oligonucleotide competition studies, we were unable
to detect any evidence of ets factor binding to the C-MYC E2F ele-
ment (supplementary Figure 3 is available at Carcinogenesis Online).
Therefore, any binding of ets-1 or ets-2 from nuclear extracts must be
significantly lower than the level of binding observed for EMYCS or
E2F family members.
The C-MYC E2F element does have some homology to previously
reported Stat DNA-binding sites and treatment of HepG2 cells with
interleukin 6 leads to Stat3 binding and activation of C-MYC through
its E2F site (36). However, EMYCS binding to this element was not
affected by Abs to Stat3 or Stat5 or by oligonucleotides known to
interact with Stat3 and Stat5 (supplementary Figure 4 is available at
Carcinogenesis Online). Moreover, binding of Stat to their DNA-
binding sites usually requires cell activation by cytokines or chemo-
kines. Stat3 or Stat5 is constitutively activated in some, but not
every tumor cell lines (37,38). Specifically, the Burkitt’s lymphoma
cell line DG75 shows no basal activation of Stat-3 or Stat-5 DNA-
binding activity (39). We have shown, however, that EMYCS is pres-
ent in a number of cell lines from different tissues, including DG75
cells, and that it readily binds the C-MYC E2F element, even in the
absence of any cell treatment. Furthermore, we have observed that
EMYCS has transcriptional transactivation capacity in untreated cell
lines such as DG75, U2OS, Mutu-1, Jurkat and 293-T. Our results
therefore suggest that EMYCS is constitutively active in these cell
lines. Hence, EMYCS plays a role in non-stimulated cells and is not
probably to be a known member of the Stat family of transcription
factors.
NFATc1 has also been shown to bind to and activate the C-MYC
promoter through a site that overlaps with the E2F element (40). To
assess whether EMYCS was a NFAT family member, we used an
antiserum directed against a common epitope of the DNA-binding
domain of all NFAT members (all-NFAT Ab) that completely abol-
ished formation of NFAT complexes in EMSA assays (41). This
Ab did not affect binding of EMYCS to the E2F element from the
C-MYC promoter, but inhibited formation of specific complexes
with the distal NFAT site of the human IL-2 promoter (supplemen-
tary Figure 5A is available at Carcinogenesis Online). Furthermore,
the oligonucleotide corresponding to the NFAT-binding site did not
compete the binding of EMYCS to the E2Fmyc probe (supplemen-
tary Figure 5B is available at Carcinogenesis Online). Finally,
NFATc1 binding to DNA requires activation in response to an in-
crease in the intracellular calcium concentration whereas EMYCS
binding to the C-MYC E2F element is constitutive in a number of
cell lines from different tissues. These data therefore suggest that
EMYCS is not a NFAT family member.
To identify the protein or proteins present in EMYCS, we have
carried out pull-down experiments using beads conjugated with the
oligonucleotide that binds specifically to complex III. Unfortunately,
EMYCS non-specifically bound the different beads that were em-
ployed, even in the absence of oligonucleotides (data not shown).
Other experimental approaches will be therefore required to know
the makeup of this complex.
Since the DNA recognition sequences of EMYCS overlaps with
the E2F element, EMYCS complex formation is likely mutually
exclusive with the binding of E2F proteins, suggesting that compe-
tition between these factors for binding to the C-MYC E2F element
might dictate the mode of regulation governing C-MYC expression.
Thus, this element might be a potent C-MYC expression repressor
in quiescent cells by recruiting pRb family members through E2F
(Figure 6A). Following cell growth stimulation and entry into the cell
cycle, most E2F-regulated genes are induced near the G1–S phase
transition, once pRb family members have become hyperphosphory-
lated (22). C-MYC, however, is turned on quickly after the induction
of cell proliferation, much earlier than kinases responsible for pRb
family proteins phosphorylation become active. We propose that
C-MYC induction during exit from quiescence might depend on the
binding of factors such as EMYCS to its E2F site and exclusion of the
E2F-pRb repressor complex from the promoter, rather than on the
release of pRb family members from E2F (Figure 6B). In accordance
with our model, we have shown that, C-MYC expression, binding of
EMYCS to the C-MYC E2F site, and C-MYC promoter activity all are
readily induced following exit from quiescence in T lymphocytes with
a similar kinetics. EMYCS interaction with the E2F element not only
would prevent C-MYC promoter repression but might also elicit its
activation since we have observed that this factor has transcriptional
transactivation capacity and is required for C-MYC promoter activa-
tion during exit from quiescence.
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Finally, our findings may be relevant to the possible role of C-MYC
overexpression in oncogenesis. Since EMYCS is required for C-MYC
gene activation during exit from quiescence, it is tempting to specu-
late that deregulated expression of this factor may, in some cases,
contribute to the overexpression of C-MYC that has been observed
in multiple tumors (1). It could be therefore of great importance to
identify the factors present in EMYCS in the next future and deter-
mine its role in tumor formation and C-MYC expression.
Supplementary material
Supplementary Data and Figures 1–5 can be found at http://carcin.
oxfordjournals.org/
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MATERIALS AND METHODS 
Electrophoretic mobility shift assays. 
Gel shifts were performed with the following double stranded oligonucleotides ordered 
from Invitrogen:   
E2F-DHFR-wt (5'-CTAGAGCAATTTCGCGCCAAACTTG-3' and  
5'-GATCCAAGTTTGGCGCGAAATTCGT-3'),  
E2F-DHFR-mut (5'-CTAGAGCAATTGCTCGACCAACTTG-3' and  
5'-GATCCAAGTTGGTCGAGCAATTGCT-3'),  
E2F-E2F1-p (5'-CTAGAGCTCTTTCGCGGCAAAAAGGAG-3' and  
5'-GATCCTCCTTTTTGCCGCGAAAGAGCT-3'),  
E2F-E2F1-d (5'-CTAGAGGATTTGGCGCGTAAAAGTGG-3' and  
5'-GATCCCACTTTTACGCGCCAAATCCT-3'),  
E2F-CDC2 (5'-CTAGATTTCTTTCGCGCTCTAGCCG-3' and  
5'-GATCCGGCTAGAGCGCGAAAGAAAT-3'),  
E2F-C-MYC-wt (5'-CTAGAGAGGCTTGGCGGGAAAAAG-3' and 
 5'-GATCCTTTTTCCCGCCAAGCCTCT-3'),  
E2F-C-MYB-wt (5'-CTAGACAGATTTGGCGGGAGGGGGG-3' and  
5'-GATCCCCCCCTCCCGCCAATCTGT-3'),  
For the E2F-c-myc mutants, the point-mutations indicated in Fig. 3 were employed.  In 
addition, double stranded oligonucleotides previously reported to bind, or not, ets-1 and 
ets-2 (PEA3-wt and PEA3-null, respectively) [1] and double stranded oligonucletodies 
known to interact predominantly with homo- and heterodimers of Stat1 and Stat3 [the 
high-affinity c-sis-inducible element (SIE) m67] [2] or Stat5 isoforms [the PRL 
response element (PRE) of the rat ß-casein gene] [2], or previously shown to bind 
NFAT family members (the distal NFAT site of the human IL-2 promoter) [3] were 
employed.  The sequences of these oligonucleotides (5’ to 3’) were:  
PEA3-wt (CTAGATCGAACTTCCTGTCGAG) and  
(GATCCTCGAGCAGGAAGTTCGAT),  
PEA3-null (CTAGATCGAACTTCTTGCTCGAG) and  
(GATCCTCGAGCAAGAAGTTCGAT-3),  
PRE (GATCACTTCTTGGAATTAAGGGA) and  
(GATCTCCCTTAATTCCAAGAAGT), SIE (GATCGACATTTCCCGTAAATCG) 
and (GATCCGATTTACGGGAAATGTC), and  
NFAT (GATCGGAGGAAAAACTGTTTCATACAGAAGGCGT) and  
(GATCCACGCCTTCTGTATGAAACAGTTTTTCCTCC). 
For UV cross-linking assays, the following oligonucleotides were used: E2F-C-MYC-
UV (5’-CTAGAGAGGCTTGGCGGGAAAAAAGGCTCAGTG-3'),  
E2F-C-MYB-UV (5’-CTAGAGCAGATTTGGCGGGAGGGGGGAGGCTCAGTG-
3'), and UV-common (5'-GATCCACTGAGCCT-3'). 
The anti-Maz polyclonal rabbit anti-serum was raised against a specific peptide and will 
be described in further detail elsewhere.  The anti-E2F7 polyclonal antibodies MR-1 
(BCN4774), MR-3 (BCN4775), and MR-5 (BCN4776) recognize E2F7-A, E2F7-B, or 
both isoforms, respectively, and were obtained from AntibodyBcn (Spain). The anti-all-
NFAT Ab has been previously described and efficiently recognizes NFAT-1, -2, -3, and 
-4 members [3]. The preimmune serum was obtained from the rabbit prior to 
immunization. 
Construction of vectors.  
To generate the wild-type (wt) version of 2xc-myc BG-LUC and its mutant derivatives, 
the annealed 2xE2Fc-myc(wt)  
(5'-CGCGTGAGGCTTGGCGGGAAAAAGAGAGGCTTGGCGGGAAAAAGAA-3' 
and 5'-GATCTTCTTTTTCCCGCCAAGCCTCTCTTTTTCCCGCCAAGCCTCA-3'), 
2xE2Fc-myc(E2F), 2xE2Fc-myc(sp), or 2xE2Fc-myc(null) oligonucleotides were 
ligated to pBG-LUC, immediately upstream from the ß-globin TATA box.  For the 
E2F-c-myc mutants, the point-mutations indicated in Fig. 4 were employed. To generate 
pGL2-CMYCwt, a DNA insert encompassing the C-MYC P1 and P2 promoters (-274 to 
+66 relative to the P2 transcription start site) was subcloned from the plasmid, 
157mycCAT [4], a generous gift from Ed DesJardins (University of Chicago; Chicago, 
IL], into pGL2-Basic. The myc-Luc mutant derivatives were generated by site-directed 
mutagenesis as previously described [5].  The mutations introduced are shown in figure 
3C.  Sequence analysis was used to confirm the presence of the appropriate mutations. 
To generate pEµ-CMYC, the Immunoglobulin heavy chain enhancer Eµ was subcloned 
from the plasmid EuSV-Vector, a generous gift from Carlos Martinez-A (Centro 
Nacional de Biotecnologia, Madrid, Spain), directly upstream from the wt or mutant 
versions of the c-myc promoter into pGL2-CMYC. The Eµ-CMYC promoter cassette 
from pEµ-CMYC wt and its mutant derivatives were transferred into pGL2-Enhancer, 
which contains the SV40 enhancer downstream from the luciferase cDNA, to generate 
pEnh-Eµ-CMYC. 
Chromatin immunoprecipitation assays.  
For Chromatin immunoprecipitation assays, DNA was subjected to PCR using either 
specific primers for a C-MYC promoter region encompassing the E2F site  
(5’- GGCTTCTCAGAGGCTTGGCGGG-3’ and  
5’-GTCGGGAGAGTCGCGTCCTTGCTC-3’) or primers that amplified a control 
product corresponding to the 3’-UTR region of the BMP7 gene  




Supplementary Figure 1.  EMYCS does not contain E2F6 or E2F7. (A) Binding 
reactions were performed using Saos-2 nuclear extracts and the E2Fc-myc probe; (B-F) 
the E2F1-d probe and nuclear extracts from Saos-2 cells transfected with DP1 plus 
E2F6 (+) or empty vector (-)(B); E2F7-A (+) or empty vector (-) (C); E2F7-B (+) (D); 
E2F7-A (E); or E2F7-B (F).  Extracts were pre-incubated in the absence (None), or in 
the presence of the indicated Abs for 20 min. prior to addition of the labeled probes. A 
combination of Abs MR-1 (E2F7-A), MR-3 (E2F7-B), and MR-5 (E2F7-A and E2F7-
B) was used in panel (A). The anti-Maz Ab was used as a negative control. Arrows 
point to EMYCS- (A), E2F6- (B), or E2F7-containing complexes (C-F), whereas 
arrowheads point to super-shifted complexes. 
Supplementary Figure 2. Abs against E2F1 to E2F3 work well in EMSA assays, 
Binding reactions were performed in the absence (None), or in the presence of the 
indicated Abs using the E2F1-d probe and nuclear extracts from Saos-2 cells transfected 
with DP1 plus the indicated E2F subunits.  
Supplementary Figure 3.  The ets-1 and ets-2 binding probe PEA3 does not inhibit 
binding of EMYCS to the E2Fmyc-sp probe. Binding reactions were performed using 
X50-7 nuclear extracts and either PEA3-wt (A) or E2Fmyc-sp (B) probes.  Reaction 
mixtures were pre-incubated in the absence (None), or in the presence of a 100-fold 
excess of the indicated unlabeled competitor oligonucleotides.  
Supplementary Figure 4.  EMYCS does not contain Stat3 or Stat5.  Binding reactions 
were performed using the PRE probe, that predominantly binds Stat5 [2], and nuclear 
extracts from U937 cells treated (+) or not (-) 15 min. with IL-4 (A and B); the SIE 
probe, that predominantly interacts with homo- and heterodimers of Stat1 and Stat3 [2], 
and nuclear extracts from Molt-4 cells treated 15 min. with SDF-1 (C); or nuclear 
extracts from Saos-2 cells and the E2Fmyc-wt probe (D) or the E2Fmyc-sp probe (E).  
Arrows point to Stat5- (A and B), Stat3- (C), or EMYCS-containing complexes (D and 
E).  Reaction mixtures were pre-incubated in the absence (None) or in the presence of a 
100-fold excess of the indicated unlabeled competitor oligonucleotides (A and D) or 
pre-incubated in the absence (None), or in the presence of Abs against the indicated 
proteins for 20 min. prior to addition of the labeled probes (B, C, and E). The anti-Maz 
Ab was used as a negative control. 
Supplementary Figure 5.  NFAT family members are not present in EMYCS.  Binding 
reactions were performed using X50-7 nuclear extracts and either NFAT (A) E2Fmyc-
wt (A and B), or E2Fmyc-sp (B) probes.  (A) Extracts were pre-incubated for 20 min. 
prior to addition of the labeled probes in the absence (None), or in the presence of an 
Ab that recognizes the DNA-binding domain of all NFAT family members or the 
corresponding pre-immune serum (Control).  (B) Reaction mixtures were pre-incubated 
in the absence (None), or in the presence of a 100-fold excess of the indicated E2Fmyc 
unlabeled competitor oligonucleotides or in the presence of a 25-fold (25x) or a 100-
fold (100x) excess of unlabeled NFAT competitor oligonucleotide (B).  Arrows and 
arrowheads point to NFAT- and EMYCS-containing complexes, respectively. 
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